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ПРЕДИСЛОВИЕ 


В настоящее ‘время во многих университетах страны чтение 
курса цитологии осуществляется в первые годы обучения, пе- 
ред курсами гистологии, биохимии, генетики и микробиологии, 
что предусмотрено и в типовых программах. Более того, суще- 
ствует обыкновение, на наш взгляд весьма архаичное, объеди- 
нять этот курс с гистологией, рассматривая его как введение в 
биологию. На наш взгляд, это отражает непонимание тех сдви- 
гов в структуре биологии, которые произошли в последнее вре- 
мя. Существующая традиция резко снижает значение этого кур- 
са в общебиологическом образовании и не соответствует реаль- 
ному положению общей цитологии в современной науке. 

Университетское общее образование широкого профиля сла- 
гается из четырех логически связанных между собой циклов на- 
ук. Первый из них, включающий зоологию, ботанику, анатомию 
человека, микробиологию с вирусологией и некоторые другие, 
знакомит студента с разнообразием форм живого. Без знания 
этого не может быть настоящего биолога. Второй цикл (срав- 
нительная гистология, физиология, эмбриология, биохимия, об- 
шая генетика) показывает в этом многообразии наличие опре- 
деленных системных закономерностей организации, функциони- 
рования и эволюции живых систем. Третий цикл (общая цито- 
логия, молекулярная биология и молекулярная генетика, био- 
Физика) знакомит студентов с фундаментальными принципами 
организации живой материи. Наконец, завершать общую под- 
готовку биолога должен цикл глубоких курсов о проблемах эво- 
люции биосистем и общей экологии. 

При такой, исторически обусловленной и апробированной си= 
стеме университетской подготовки биологов широкого профиля, 
курсу цитологии отводится роль итогового, суммирующего пред- 
ставления студентов о клеточном уровне организации живой ма* 
терии, полученные при освоении предметов первых двух циклов. 


Рстественно, что этот курс должен быть отнесен на пя’ 
еще лучше на шестой семестр, после завершения студе 
прохождения двух первых циклов общеобразовательной 
ТОВКи. р 
Кроме того, читаться этот курс должен на современном уров. | 
не состояния общецитологических проблем, не дублируя уже { 
известные студентам элементарные сведения об организации 
различных клеток. \ 

Опыт такой постановки курса общей цитологии имеется в. 
Санкт-Петербургском госуниверситете, где он читается в шее. 
том семестре и вызывает большой интерес у студентов-старше: 
курсников. | 

Настоящий учебник ориентирован на такое положение кур- 
са общей цитологии, которое, как нам кажется, наилучшим 0б- 
разом отражает ее роль в современной науке. 

Существующие отечественные и переводные учебники либо 
ориентированы на студентов младших курсов, либо устарели в 
связи с бурным развитием общей цитологии. Кроме того, в цент- 
ре внимания учебников и учебных пособий обычно оказываются 
скорее проблемы молекулярной биологии, структурной биохи- 
мии и молекулярной генетики, нежели общей цитологии. Так, в 
учебной литературе относительно слабо освещены вопросы, по- 
священные рассмотрению поверхностного аппарата клетки как 
одной из ее основных субсистем, равноценной по значению ядру 
или цитоплазме. Совершенно не достаточно подчеркивается важ- 
ность и успехи сравнительно-цитологических исследований как 

ного из наиболее перспективных направлений в общей цито- 
логии. Незаслуженно принижены, по нашему мнению, роль и 
значение общей цитологии в синтетической науке — биологии 
клетки. 

Удачный (судя по читательским откликам) опыт создания 
учебного пособия по цитологии был предпринят нами в 1982 г. 
{Л.А Заварзин, А. Д. Харазова «Основы общей цитологии»). 
Однако за истекшие годы почти по всем разделам общей цито- 
логии появилось много новых данных, существенно углубивших 
и даже изменивших наши представления о закономерностях ор- 

тганизации клеток. Естественно, с учетом непрерывного сот 
шенствования читаемых на кафедре лекций, мы ввел 
веиные коррективы и в фактическую, и в теоретическу 
кииги, значительно расширив ее объем. В итоге получилось 
вое учебное пособие, в котором, на наш взгляд, в полной м 
сохранены и даже усилены отмеченные выше т 
особенности. Учитывая возросшую сложна 
материала, мы сочли возможным расширить ав" 
тив, введя в него ассистента кафедры кандидат: 


наук М. Н. Молитвина, который принимал. астие_ 
мредыдущей книги, Нк 


Предлагаемое читателям издание предетавляет_ 


^ 
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ник повышенной сложности. Хотя оно готовилось для студен- 
тов третьего курса, но безусловно может быть использовано и 
преподавателями, и специалистами широкого круга дисциплин 
как краткая сводка состояния общецитологических проблем в 
настоящее время. Естественно при этом, что достаточно глубоко 
и всесторонне осветить разнообразные вопросы, не работая не- 
посредственно во всех областях общей цитологии, — задача до- 
вольно сложная. Поэтому неизбежны просчеты и ошибки, за 
указание на которые авторы заранее благодарят читателей. 
Частично избежать ошибок мы пытались, консультируясь со спе- 
циалистами, за что приносим искреннюю благодарность М. П. 
Баранову, И. А. Воробьеву, Е. Р. Гагинской, Ю. В. Гамалею, 
В. П. Гончаровой, А. А. Добровольскому, С. А. Карпову, Е. Г. 
Краснодембскому, А. А. Мюльбергу, Г. П. Пинаеву, А. В. Пи- 
невичу, Л. Н. Серавину, Е. Г. Скворцевичу, В. Е. Стефанову, 
А. В. Родионову. 

Основная тяжесть по подготовке рукописи легла на плечи 
Т. Г. Шапошниковой; большую работу по оформлению рукописи 
провели также 3. А. Зайченко, Е. И. Лихарева, Т. В. Сергов- 
ская, В. Ф. Синицина. Большинство рисунков выполнено М. Н. 
Молитвиным; в подготовке иллюстративного материала также 
принимали участие М. Ю. Пунин и И. В. Соловей. Всем им ав- 
торы приносят глубокую благодарность. 
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ИСТОРИЯ И МЕТОДОЛОГИЯ = 
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1.1. ИСТОРИЯ РАЗВИТИЯ ЦИТОЛОГИИ 


Цитология как самостоятельная наука возникла в сере; 
ХГХ столетия с формулировки одного из крупных 00 
биологии — клеточной теории. Однако можно считать, 
ми корнями цитология уходит в ХУП в., поскольку 
ния растительных клеток, вернее оболочек мертвых кле 
получены Р. Гуком еще в 1665 г. Более систематические 1 
скопические исследования на высших растениях провс 
М. Мальпиги (1671—1675), Н. Грю (1671) иА. Левенгук 
который первым наблюдал клетки животных (эритроциты, 
матозоиды) и одноклеточные организмы. 

Однако от первых описаний клеток до формулировки 
точной теории прошло более полутора веков — период 
ллительный, чем вся современная история развития, дит С 
(с 1839 г. по настоящее время). 

Столь медленные темпы развития науки о клетке в пер 
ее предыстории объяснялись несовершенством первых м! 
копов и отсутствием специальных методов подготовки би 
ческих объектов к микроскопическим исследованиям. 

Значительное усовершенствование методов 
ского исследования (создание ахроматических ми 
изошло в начале ХХ в. В 30-е гг. прошлого © 
ря трудам многих ученых уже укрепилось представл 
тительной клетке как элементарной структуре | 
нашло отображение в обобщающих монограф: 
того времени (П. Тюрпе «Элементарная и 
роскопическая органография растений», 1829 г 
тотомия», 1830 г. и др.). 

В 30-е шт. ХХ в. Р. Броуном в расти 
обнаружены ядра. Затем было показано 
всех организмов. В этом плане особое 
лования, проведенные чешским ученым я. 
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никами берлинской лаборатории И. Мюллера. Появлению кле- 
точной теории предшествовала работа немецкого ботаника 
м. Шлейдена «Материалы к фитогенезу». Исходя из понятия о 
клетке как основной структурной единице растений Шлейден 
ставит вопрос о способе образования новых клеток, но решает 
его неверно, предполагая развитие клеток из бесструктурного 
вещества, путем конденсации которого формируются ядра буду- 
щих клеток, 

Несмотря на ложность этой концепции, идея существенного 
значения ядра для организации клеток растений оказала боль- 
шое влияние на ученика И. Мюллера Т. Шванна, изучавшего 
хорду и хрящи позвоночных животных. Он обнаружил глубокую 
аналогию в элементарных структурах, образующих эти ткани, 
и сформулировал идею об общности строения животных и рас- 


лений и универсальности их клеточной организации. Эти идеи, 
как результаты предварительных исследований, были опубли- 
кованы Т. Шванном в 1838—1839 гг., а в развернутом виде по- 


явились в его книге «Микроскопические исследования» в 1839 г., 
который и считается годом создания клеточной теории и возник- 
новения цитологии как самостоятельной науки об общих зако- 
номерностях строения клеток — универсальных элементарных 
единиц организации живой материи. 

Уже в первой формулировке этой теории содержалось два 
важных положения — о единстве происхождения жизни и об 
общих принципах организации живой материи, а следовательно, 
и общих принципах ее эволюции. 

На первых этапах развития клеточной теории происходило 
освобождение ее от ряда ошибочных положений: одно из них 
заключалось в недооценке роли цитоплазмы и некоторой пере- 
спенке значения клеточной стенки для образования раститель- 
ных клеток. Преодолеть этот недостаток помогли цитологи, изу- 
чавшие клетки животных. Их представления о весьма важной 
роли цитоплазмы в организации клеток были позднее признаны 
и ботаниками. 

В этот же период (середина ХХ в.) происходит интенсив- 
ная разработка проблемы образования клеток — теория Шлей- 
дена и Шванна подвергается все более сокрушительной крити- 
ке. В 40-х гг. появилась целая серия исследований, в которых 
(на разных объектах — растительных и животных) было убеди- 
тельно показано, что новообразование клеток происходит путем 
их деления: «Каждая клетка от клетки» — так подытожил эти 
исследования в 1855 г. немецкий патолог Р. Вирхов. 

Значительно позднее, в 70-х гг. прошлого столетия, благода- 
ря усовершенствованию гистологической техники и в результа- 
те работы целой плеяды ученых у самых разных объектов были 
обнаружены хромосомы, описано непрямое клеточное деление и 
начаты исследования процессов деления одноклеточных организ- 
мов. К концу ХХ в. относятся открытие общих и специальных. 


органоидов в цитоплазме, а также попытки создать теорв 
структ урной организации. 

Наряду с углублением представлений об организации в 
недеятельности клеток важное значение в развитии о 
тологии имело внедрение учения о клеточной организа 
логию и медицину. Важными вехами на этом пути. 
люлярная патология Р. Вирхова, целлюлярная фи 
М. Ферворна и учение И. И. Мечникова о фагоцитах —" 
послужившие основой развития современной медицины 
иммунологии, Существенную роль учение о клеточном стро 
живого сыграло и в развитии эмбриологии. Наконец, оно 
возможность систематизировать и перевести на научную оснс 
сравнительно-зоологические и ботанические исследования, 
водимые на одноклеточных организмах, что в свою очерел 
зволило приступить к созданию научной филогенетическо 
стематики и тем самым способствовало торжеству эвола 
ного учения. В свою очередь сравнительно-цитологич 
следования обогащали и учение о клеточной организа 
вой материи. Они позволяли выявлять универсальные 
мерности организации живого во всем многообразии 
фикаций у разных метазойных клеток и одноклетот 
НИЗМОВ. 

В начале ХХ в. наиболее существенным шагом 
общей цитологии стало ее объединение с новой зарожда щей! 
наукой — генетикой, и возникновение важного раздела этой 
уки — цитогенетики. Характерной чертой и, вероятно, необхо 
мым условием развития общей цитологии в этот период би 
ее «поглощение» другими науками. Одной из причин такого 
ложения явилось, по-видимому, следующее: возможности ус 
вершенствования микроскопов и микроскопической техник 
этому времени были уже в значительной мере исчерпаны; 
цитологических работах, проводимых специалистами смежн 
наук, начали широко использоваться специальные методы п 
жизненных исследований. 

Результаты этих работ, а также успехи коллоидной хим 
породили скептическое отношение к возможностям аназизаи: 


кризису в развитии общей цитологии как сам! 
уки об общих закономерностях организации клет 
начали преобладать «узкие» специальные иссл 
были направлены либо на выяснение специфич 
стей организации клеток тех или иных объекто 
зоологии, ботанике), либо на решение конкретн 
ящих перед определенной областью биологии | | 
ологией, медициной) .* 


* Весьма характерным признаком такого положе 
ческих наук было то обстоятельство, что самостоятел 
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Выход из кризиса и возрождение общей цитологии как само- 
стоятельной науки начался лишь в эпоху научно-технической 
революции, во второй половине ХХ в. Решающее значение име- 
ли здесь усилия биохимиков и цитологов, которые объедини- 
лись для выяснения функционального значения субклеточных 
структур с помощью исследования их тонкой химической орга- 
пизации. Такой комплексный подход оказался возможным лишь 
‘тогда, когда морфологи разработали методы, позволившие пе- 
рейти к анализу структур на надмолекулярном уровне органи- 
зации, а биохимики так усовершенствовали свои методы, что 
появилась возможность связать биохимические процессы с опре- 
деленными клеточными структурами. 

Объединению усилий морфологов и биохимиков способство- 
вала разработка и таких «пограничных» методов, как автора- 
диография (особенно на электронно-микроскопическом уровне), 
гибридизация нуклеиновых кислот, иммуноцитохимия, цитохи- 
мия ферментов и многие другие. Благодаря комплексному под- 
ходу к анализу субклеточных структур выяснение их функцио- 
нального значения перешло на качественно новый уровень. Сей- 
час во многих случаях удалось ответить на вопрос, какие био- 
химические механизмы лежат в основе функционирования кле- 
точных структур. В качестве примеров такого рода работ мо- 
жно привести исследования окислительного фосфорилирования 
в митохондриях, анализ механохимических систем поперечно- 
полосатых мышц, исследование процессов биосинтеза белка в: 
клетках и его внутриклеточного транспорта. Во всех этих ра- 
ботах, начавших новый этап цитологических исследований, 
ункциональное значение клеточных структур выяснялось путем 
нализа их химической организации. При этом удалось устано- 
ить, что основной специфической характеристикой биохимиче- 
ких процессов, происходящих в живых клетках, является их 
труктурированность. Она обеспечивается строгой пространст- 
енной организацией мультиэнзимных комплексов, компартмен- 
ализацией клетки на ряд специализированных отсеков и, на- 
‹онец, примембранной локализацией важнейших ферментатив- 
ых систем. Большинство ключевых биохимических реакций в 
‹‘летках имеет векторный характер. 
Эти принципиально новые представления об организации 
‹летки наряду с успехами молекулярной биологии в области 
зучения нуклеиновых кислот, процессов матричного синтеза и 
еханизмов синтеза белка создали основу для возрождения об- = 
цей цитологии как самостоятельной науки и для возникновения. $ 
1овой синтетической науки — биологии клетки. 2. 4) 


огии читался только в двух университетах мира — в Кэмб 
ерситете (профессором Э. Вильсоном) и в Петроградеком (про 
. С. Догелем). 


УВ 
1.2. МЕТОДОЛОГИЯ к. 
И МЕТОДЫ СОВРЕМЕННОЙ ЦИТОЛОГИИ | 


На современном этапе развития цитологии существ: 
подхода к изучению общих закономерностей органи ии | 
люцин клеток — дискретный и интегративный. -3 

В эпоху научно-технической революции наибольшим: 
хами и интенсивным развитием характеризуется диск 
подход, поскольку большинство современных методов 
на детальное исследование химической организации 
ных структур. При этом не всегда удается провести '! 
грань между структурно-биохимическими и цитологическ 
следованиями, поскольку интересы цитологов и биохими 
сто совпадают. Правда, классические методы стру : 
химии основаны на разрушении клеток и получении в 
шем отдельных фракций исследуемых субклеточных и 
с помощью дифференциального центрифугирования. «< 
ческие» цитологические методы предполагают максимально 
можное сохранение нативных субклеточных структур И лок 
зацию в них конкретных химических соединений © ПО 
цитохимии и авторадиографии. 

У каждого подхода в классическом исходном варнан 
и достоинства, и недостатки. Так, биохимики имеют во ‹ 
ность использовать мощный аппарат качественного и коли 
венного анализа, однако им далеко не всегда удается ВЬ 
«чистые» фракции исследуемых структур, особенно при 
с гетерогенными клеточными системами. Для снятия подоб 
ограничений цитологические и биохимические подходы п 1 
дится сочетать в одном исследовании, а также специально. 
рабатывать пограничные методы, такие как гибридизация | 
клениновых кислот на срезах или иммуноцитохимия с при 
ннем моноклональных антител на электронно-микроскопич 
уровне. По мере углубления наших знаний о химической при 
де субклеточных структур при дискретном подходе не все 
удается провести четкую грань между исследованиями бис 
миков и молекулярных биологов, с одной стороны, и цито 
гов —с другой. Обычно считается, что первые занимаются м 
лекулярным и надмолекулярным уровнями организации, а в’ 
рые — субсистемным и органондным. Естественно, такое подр, 
деление весьма условно. Так, структурно-химическую организ 
цию рибосом изучают в основном специалисты 
кулярной биологии, а АТФ-синтазные комплек 
мембране митохондрий впервые были опи 

Помимо структурно-химического анализа Е | 
тологии существенную роль играют эксперим иол 
гические методы исследования. Они весьма многообразны. С 
ширную область здесь составляют работы на модельны х 
сектах, таких как культуры эукариотных клеток. При это 
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можно получение однородного клеточного материала в больших 
количествах, что весьма важно для биохимических исследова- 
ний. Кроме того, на клеточных культурах можно изучать воз- 
действие химических и физических агентов на отдельные субкле- 
точные системы и клетки в целом, используя методы современно- 
го структурно-химического анализа, что дополняет исследование 
функционального значения субклеточных структур в нормаль- 
ных условиях. 

На культурах клеток разработан также комплекс специаль- 
ных методов, в том числе гибридизация соматических клеток и 
образование гетерокарионов клеток филогенетически отдален- 
ных организмов и др. Подобные экспериментальные методы, по- 
зволяющие манипулировать с такими клеточными системами, 
как ядро и цитоплазма, делают возможными не только дискрет- 
ный, но и интегративный подход к исследованию общих зако- 
номерностей клеточной организации. Особенно большое значение 
для развития интегративного подхода в современной цитологии 
играют непрерывно расширяющиеся сравнительно-цитологиче- 
ские исследования. 

Они развиваются в трех взаимно дополняющих друг друга 
направлениях. Суть первого из них заключается в выборе из боль- 
шого многообразия метазойных клеток и клеток одноклеточных 
организмов объекта, удобного для решения данной проблемы. 
Идейной основой такого подхода являются представления о 
тождестве (универсализме) основных субклеточных структур, 
что наиболее ярко отражено в концепции универсальных бло- 
ков. Суть ее заключается в том, что ныне существующие клет- 
ки претерпели длительную эволюцию еще в период становления 
одноклеточных организмов. В это время и были найдены, ис- 
пользованы и доведены до совершенства все ключевые механиз- 
мы и «узлы» клеточной организации. У современных организмов 
(и многоклеточных, и одноклеточных) эволюция клеток идет в 
основном путем комбинаторики давно возникших консерватив- 
ных универсальных функциональных блоков. С этих позиций, 
особенно при дискретном анализе естественно использовать те 
объекты (клетки), где таких блоков особенно много, они ин- 
тенсивно функционируют и есть возможность их выделить мето- 
дами дифференциального центрифугирования. Именно такой 
подход и был широко распространен на первых этапах совре- 
менного периода развития цитологии. Результатом этого яви- 
лось детальное исследование довольно широкого, но все же 
ограниченного круга объектов, например культивируемых т 
“Иго фибробластов (для анализа организации цитоскелета), 
нервных клеток в культурах (как в период гистогенеза, так и 
лефинитивных — для исследования механизмов внутриклеточно- 
о транспорта), всасывающих клеток кишечного эпителия и кле- 
ок нефронов почки млекопитающих (для анализа принципов 
рганизации транспорта в асимметричных клетках). Этот подход 


м 
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ностаточно широко применяется и в настоящее время и, вер 
итно, не потеряет своего значения в будущем, особенно при ди 
кретном анализе организации эукариотных клеток. з 
Второе направление сравнительно-цитологических исследов 
ний связано с использованием сравнительного метода по 
пипу гомологии — подхода, традиционного для эволюциов 
морфологии. Этот подход преследует следующие цели: 
нить естественную систему одноклеточных организмов, вы 
их истинные филогенетические отношения и путем сопост 
ния примитивных древних клеточных систем с более соверш 
ными понять принципы эволюционного усложнения клеток. - 
Если первое направление сравнительно-цитологических 
следований носит скорее частноцитологический характер, то 
рое имеет прямое отношение к общебиологическим проб 
мам. Обычно при такого рода сопоставлениях признавал 
прокариотное происхождение эукариотных клеток и, следо 
тельно, признаки организации эукариотных клеток, сходные 
прокариотными, рассматривались как примитивные. Пример 
такого подхода может служить создание многочисленных © 
эволюции митоза, согласно которым участие ядерной оболочк 
в расхождении хромосом рассматривается как признак, пер 
но унаследованный эукариотами от прокариотных клеток. \ 
этих же позиций оценивается наличие у некоторых низших 
эукариот кольцевых молекул ДНК, отсутствие гистонов и щ 
ла спирализации и деспирализации хромосом. В конечном сче 
результатами такого сравнительного подхода в современной Ци- 
тологии являются широко распространенные теории симбиоти: 
ческого происхождения митохондрий и хлоропластов. и. 
Наконец, третье и наиболее важное, на наш взгляд, направ- 
ление сравнительных исследований в общей цитологии — это 
применение сравнительного метода по принципу функциональ- 
ной аналогии. Теоретической основой такого подхода является 
идея о существовании внутренних закономерностей эволюции жи- 
вой материи в рамках клеточной организации при наличии 
жестких ограничений на субклеточном и молекулярном уровнях 
Изменения в эволюции далеко не во всех случаях сводятся 
перекомбинации сходных или идентичных функциональных бло- 
ков в разных клетках. Более того, идентичность этих блоков 
скорее исключение, чем правило, поскольку эволюционируют це- 
лостные интегрированные клетки, а не отдельные их компонен- 
ты, Естественно при этом, что в разных клетках вполне возмож- 
но ожидать наличия значительных и нетождественных модифи- 
каций функционально аналогичных субклеточных структур. А 
следовательно, изучение наиболее существенных модификаций 
играет важнейшую роль в выяснении общебиологического зна- 
чения этих структур и в понимании основных принципов 
структурно-химической организации. } у 
Таким образом, этот подход свободен от недостатка, при 
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щего первому направлению сравнительно-цитологических иИС- 


следований, отрицающему возможность существенных модифи- 
каций на низших субклеточных уровнях организации. 

Следует еще раз подчеркнуть, что в основе применения срав- 
пительного метода по принципу функциональной аналогии ле- 
жит именно признание факта эволюционных изменений целост- 


ной клетки как интегрированной системы, а не свободной ком- 
бинации отдельных функциональвых блоков. 
По мере расширения круга объектов, изучаемых методами 


цитологического и молекулярно-биологического анализа, стано- 
вится очевидным, что прежние представления о филогенетиче- 
ских отношениях между одноклеточными организмами были 
весьма поверхностными; кроме того, безоговорочно принятая 


схема о прокариотном происхождении эукариотных клеток ока- 
зывается несостоятельной. Сейчас практически общепризнанна 
идея о длительной параллельной эволюции по крайней мере 
трех типов клеток-организмов — предшественников эубактерий, 
архебактерий и эукариот. В связи с этим далеко не все их 
сходные черты являются результатом общности происхождения, 
ряд признаков и структур могли возникнуть независимо на сход- 
ной оснсве в результате параллельной эволюции в составе раз- 
ных целостных клеток. 

Такая логика рассуждений может быть применена и при со- 
поставлении некоторых современных протистов и метазойной 
клетки — находя у них общие признаки организации, вряд ли 
можно безоговорочно утверждать, что эти признаки отражают 
непосредственное родство этих клеток и были выработаны в 
эволюции в период преобладания одноклеточного уровня орга- 
низации. Вполне возможно, что сходные признаки могли неза- 
висимо появиться в результате направленных эволюционных из- 
менений этих клеток в связи с выполнением сходных функцио- 
нальных задач на какой-то общей основе и далеко не в тож- 
дественной форме. Во всяком случае сравнительный анализ в 
таком виде получает все большее применение в современной 
клеточной биологии при исследовании органоидного и высших 
надмолекулярных уровней организации. 

Имеются попытки серьезной ревизии общепринятых пред- 
ставлений о молекулярной эволюции на уровне нуклеиновых 
кислот и отдельных белков: безоговорочность оценки степени 
родства по количеству совпадений последовательностей нуклео- 
тилов или аминокислотных остатков сейчас сомнительна. 

Обнаружены, например, функционально сходные, но не го- 
мологичные белки бактериородопсин и родопсин фоторецепто- 
ров. С лругой стороны, в ряде случаев показано, что совпадение 
последовательности аминокислотных остатков функционально 
сходных белков далеко не всегда отражает действительное род- 
ство организмов, поскольку это постоянство может поддержи- 
ваться и параллельными, и возвратными мутациями. Многочие- 
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ленны примеры весьма специфических функционально ана’ 
гичных белков У прокариот и метазойных клеток, что тру 
объяснить с позиций гомологии. 
Одной из попыток разрешить это противоречие являет 
представление о возможности естественного горизонтального п 
реноса генетической информации от прокариотных клето’ 
эукарнотным. В крайнем выражении эти теоретические взгл; 
допускают известное «разделение труда» между эукариотнь 
и прокариотными организмами. Последние таким путем о 
прерывно пополняют общий генетический фонд биосферы. 
эукариотных геномах новая генетическая информация обрай 
тывается при естественном отборе с участием внутриклеточнь 
регуляторных механизмов. 
Несмотря на известную фантастичность такого рода рассуз 
дений, на возможности искусственного горизонтального пер 
са генетической информации основана вся современная 0 
технология и генная инженерия. Рациональным зерном в 91 
рассуждениях является, на наш взгляд, и представление о п 
тичности генома, которое хорошо согласуется с современным! 
данными о его нестабильности. Обилие существующих на со 
менном этапе развития биологии взаимоисключающих предс 
лений сб эволюционной динамике клеток и субклеточных ст 
тур свидетельствует о бурном прогрессе в этой области зна: 
По-видимому, в каждой из рассмотренных выше гипотез и к 
дом методологическом подходе к сравнительно-цитологическ 
исследованиям имеется рациональное зерно. В будущей синт 
ческой теории эволюции клеток найдут свое отражение поло 
тельные стороны этих концепций. Однако нам кажется, что ин 
современном этапе развития биологии наиболее плодотворным 
будет представление о многообразии функционально аналоги 
ных субклеточных структур, обусловленном их изменениями 1 
эволюции в составе разных целостных интегрированных систем 
В пользу справедливости такого рода представлений говорят 
например, результаты сравнения рибосом архебактерий, эубак 
терий, пластид, митохондрий и цитоплазмы эукариот; геномов 
митохондрий животных клеток и грибов; начатое в настоящее 
время интенсивное изучение эволюционной динамики важней- 
ших белковых семейств и многое другое. Помимо максималь: 
ного использования возможностей сравнительного метода боль 
шим достоинством его применения по принципу функциональной 
аналогии является еще и акцентирование внимания на пред- 
ставлении о клетке как элементарной целостной системе живой 
материи — а это наиболее специфический для общей цитологи 
(как самостоятельной науки) подход к проблеме исследован 
общих закономерностей организации и эволюции клеток. 
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1.3. МЕСТО ОБЩЕЙ ЦИТОЛОГИИ 
В СИСТЕМЕ БИОЛОГИЧЕСКИХ НАУК 


Как отмечалось выше, общая цитология неразрывно связана 
о многими смежными науками: методы исследования в общей 
итологии и науках, изучающих конкретные клетки, одни и те 
‹е. Различия состоят лишь в аспектах исследования: в частной 
итологии внимание сосредоточено на специфических особенно- 
тях клеток, а при общецитологическом подходе на том, как в. 
тих специфических особенностях проявляются общие законо- 
ерности клеточной организации. Естественно при этом, что 
бщая цитология получает от частных наук богатый материал, 
чень важный для многоплановых сравнительных исследований, 

свою очередь обогащая эти науки общебиологическими иде- 
МИ. 

Не менее тесная связь обнаруживается, с одной стороны, ме- 
‹ду цитологией, физиологией и биофизикой и, с другой сторо- 
пы, между цитологией и науками медицинского профиля, осо- 
енно иммуноморфологией и онкологией. Для общей цитологий 
‹онтакт с этими науками необходим как для расширения круга 
подельных объектов, так и для совершенствования методов ис- 
ледования. Наконец, экспериментальная физиология часто ста- 
зит интересные вопросы, решение которых требует структурно- 
‹имического анализа. Для перечисленных наук общая цитология 
вляется фундаментальной дисциплиной, владеющей современ- 
тыми представлениями 0б общих закономерностях клеточной 
рганизации. Очевидно, что без знания этих закономерностей не- 
озможно решение проблем, разрабатываемых этими науками. 
собенно же тесная взаимосвязь имеется, как отмечалось выше, 
ежду общей цитологией, структурной биохимией, молекулярной 
иологией и генетикой. Этот тесный контакт выражается, в част- 
ости, в использовании в цитологических работах биохимиче- 
ких и молекулярно-биологических методов и, наоборот, в при- 
енении в биохимических и молекулярно-биологических иссле- 
ованиях цитологических морфологических методов. Сходные 
етоды и единство конечных целей смежных наук обусловили 
ормирование новой синтетической науки о клетке — биологии 
‘летки. Она объединяет цитологию, структурную биохимию, мо- 
екулярную биологию, молекулярную генетику и частные био- 
огические науки, исследующие клеточный уровень организации. 
‘акое объединение смежных наук, несомненно, прогрессивное 
вление. Однако, несмотря на подобный синтез, каждая из на- 
к сохраняет и свою методическую специфику, и специфику в 
остановке и способах разработки проблем организации кле- 
ок. В настоящее время доминирующее положение в этой син- 
етической науке занимают исследования молекулярно-биологи- 
ского и молекулярно-генетического направлений. Такое поло- 
кение обусловлено необходимостью углубления наших знаний 
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о низших уровнях организации клеток, но оно представль 
бой лншь временное явление. ь к. 

По сути дела ведущая роль в новой синтетической наук» 
клетке должна принадлежать общей цитологии — на 
общих закономерностях клеточного уровня организации 
материи. Из современных биологических наук, исследу 
этот уровень организации, общая цитология, расширяя целен 
правленный сравнительно-цитологический подход, базирующь 
ся на структурно-биохимических методах, наиболее подгот 
лена к глубокому обобщению огромного фактического матер 
ла, полученного при дискретном анализе отдельных клетс 
структур в многочисленных разновидностях клеток. Вед 
положение должна занять общая цитология и в анализе клеточ 
цых интегративных механизмов. Важной предпосылкой к этом 
является интенсивная разработка новых экспериментальных м0: 
делей. Их углубленный анализ современными методами и 
рокое внедрение экспериментальных моделей в целенапрае 
ные сравнительно-цитологические исследования должны об 
чить прогресс в решении одной из основных проблем орга 
ции клеток — проблемы клеточной интеграции. | 

По мере накопления фактического материала об элемент: 
ных универсальных механизмах интеграции клетки и разм 
их модификаций именно перед общей цитологией стоит задаче 
провести глубокий анализ исторической обусловленности орга-. 
низации частных клеточных систем и клеточной организации в» 
целом, а также специфики эволюционного процесса на клеточ 
НОМ И субклеточном уровнях организации живой материи. Ре 
шению этой задачи способствует отчетливо проступающая сей 
час в общецитологических исследованиях тенденция к сочета 


нию дискретного анализа отдельных компонентов клетки с изу 
чением ее как целостной системы. 


ИВ. 
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ПОВЕРХНОСТНЫЙ АППАРАТ 
КЛЕТОК И ЦИТОСКЕЛЕТ 


2.1. ОБЩАЯ ХАРАКТЕРИСТИКА 


Все прокариотные и эукариотные _ клетки. СОСТОЯТ ИЗ. трех 


тастей: поверхностного. аппарата, цитоплазмы | и ядерного : ‘аппа- 
ата. Через поверхностный аппарат клетка взаимодействует с 
нешней средой и с соседними клетками. Этим определяются 
ниверсальные, общие для всех разновидностей клеток, функции 
оверхностного_анпарата: барьерная, транспортная и рецептор- 
я. Кроме того, в специализированных клетках, наряду с об- 
ими, он может осуществлять и ряд специфических функций, 
присущих лишь данному типу клеток (например, механическая, 
ургорная функция клеточной стенки растительных клеток). 

В поверхностном аппарате эукариотных клеток различают 
ри субсистемы: плазматическую мембрану, надмембранный 
омплекс и _субмембранную часть опорно-сократимого аппарата 
иалоплазмы (рис. 1). 

Одним из крупных достижений цитологических исследований 
оследнего времени следует считать выяснение структурно-хими- 
еской организации субсистем поверхностного аппарата с помо- 
ью дискретного и интегративного анализа. Результаты этих 
сследований, полученные вначале на ограниченном круге объ- 
ктов (главным образом на культивируемых ш УЙго клетках 
лекопитающих), стимулировали работы по выявлению особен- 
сстей поверхностных аппаратов у различных специализирован- 
ых эукариотных и прокариотных клеток. Таким образом воз- 
икло специальное направление в биологии клетки — изучение 
акономерностей организации поверхностного аппарата, — на- 
равление, равноценное анализу рабочего аппарата цитоплаз- 
ы или ядерных структур. 

В настоящей главе мы рассмотрим состояние проблемы ис- 
едования структурно-химической организации поверхностного 
пларата и цитоскелета и на примере реализации некоторых 
еточных функций покажем взаимосвязь и единство субсистем 
верхностного аппарата. 
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Рис. 1. Организация эукариотной к. 
1 — поверхностный аппарат, |1 — цитоплазма с органоида 
/ — надмембранные структуры поверхностного аппарата, : 
3 — субмембранный аппарат гиалоплазмы, 4 — пиноцитоз1 | 
— гладкая эндоплазматическая ; 

илазматическая сеть, 9 — рибосомы, 10 — цистерн! апи а 

ядерной обо : 


‚ 12 — перинуклеарное п 
плотная ринуклеарное пр 


2.2. ОРГАНИЗАЦИЯ ПОВЕРХНОСТНОГО АППАРАТА 
И ЦИТОСКЕЛЕТА 


2.2.1. ПЛАЗМАТИЧЕСКАЯ МЕМБРАНА 


Плазматическая мембрана — основная, универсальная для 
всех клеток субсистема поверхностного аппарата. Основные хи- 
мические компоненты плазматической мембраны — это белки и 
липиды. Их количественное соотношение в мембранах разных 
клеток может варьировать в довольно широких пределах. Для 
большинства эукариотных клеток оно составляет 1: 1, у прока- 
рнот в плазматической мембране преобладают белки. 

Изучение организации плазматической мембраны началось в 
первой половине ХХ в. В 1926 г. Е. Гортер и Ф. Грендель экс- 
трагировали из «теней» эритроцитов“ липиды и определили их 
количество на поверхности одного эритроцита. По данным этих 
авторов, липидов на поверхности эритроцитов достаточно для 
образования сплошного билипидного слоя. Впоследствии выяс- 
нилось, что Гортер и Грендель допустили две ошибки: во-пер- 
ых, с помощью примененных ими методов они смогли экстра- 
ировать лишь часть липидов и, во-вторых, неточно определили 
величину поверхности эритроцита. Однако эти ошибки не отра- 
зились на результате, поскольку фактическое соотношение опре- 
деляемых показателей случайно оказалось верным. Таким обра- 
зсм, идея о существовании билипидного слоя, высказанная Гор- 
тером и Гренделем, оказалась справедливой. По их представ- 
лениям, основу клеточной мембраны составляет двойной слой 
липидных молекул, обращенных гидрофобными цепями жирных 
кислот друг к другу, а полярными гидрофильными головками— 
наружу. Идея о наличии в составе мембраны липидной фазы, 
организованной на основе гидрофильных и гидрофобных взаи- 
модействий, сохраняет свое значение до настоящего времени. 

Последующий анализ свойств искусственных билипидных 

ленок в модельных опытах показал, что их поверхностное на- 
тяжение намного выше, чем у мембраны клеток. При добавле- 
нии к липидным пленкам белка поверхностное натяжение систе- 
мы снижалось. Учитывая эти факты и данные о химическом со- 
ставе мембран, логично было предположить, что в структуре 
плазматических мембран большую роль играют белки. В ‘связи 
с этим в 1935 г. Дж. Даниэли и Г. Дэвсон предложили первую, 
ак называемую «бутербродную» модель организации мембраны 
рис. 2). Согласно этой модели основу мембраны составляет 


войной слой липидных молекул, обращенных друг К д >) 
офобными учаетками, а внешняя и внутренняя поверхности © 
липидного слоя, образованные гидрофильными головками моле- 


* «Тени» эритроцитов — безъядерные гемолизированные ве пуме укол 
итающих, представляющие собой в сущности поверхностный аппар 
еткы. 
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кул, покрыты сняошными слоями белка, Эта умоз 

дель получила морфологическое подтверждение ии 
раструктурных исследованиях, выполненных в сере и 
дов. В клетках была выявлена универсальная ст 2 
слойные мембраны толщиной до 10 нм, состоя 
риферических электронно-плотных слоев и бол 
межуточного слоя. Эта структура отвечала бутерб ; 

Ли Дапиэли и ДЛэвсона: светлый слой ме Родной моде- 
фобную часть билипидной фазы, а екон собой Гидро- 
гидрофильные головки липидных молекул и же ме 
ностные слои белка (рис. 2, Д). ошные повераи 


ЬНая м 


ЫХ Ульт. 
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РУКТУра — трех. | 
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пеоезьктатнар 
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Рис. 2. Модели организации мембран: бутербродная (А), плетеного ков- 
рика (Б), жидкостно-мозаичная (В 


1— билипидный слой; 2 — внутренний и 3 — наружный белковые слои; 4, 5 — сложные — 

комплексы белков (4) и липидов (5); 6 — липиды, прилегающие к белковым глобулам; — 

7 — интегральные и 8 — периферические белки; 9 — участок скола мембраны. Стрелками 
указаны возможные направления перемещения белковых и липидных молекул. 


Соответствие умозрительной модели результатам морфологи- 
ческих наблюдений создало впечатление о том, что проблема 
организации биологических мембран в принципе решена и «бу- 
тербродная» модель Даниэли и Дэвсона вполне справедлива 
Кроме того, интенсивное изучение клеточных мера. 
структур на первом этапе электронно-микроскопических и == 
дований свидетельствовало В пользу универсальности их не 
низации, в связи с чем в 60-х годах Дж. т. з 
сформулирована теория унитарной биологической ее 
которой постулировалось трехслойное строение вс а ВУЛЬ 
мембран. (В учебной литературе эти представления 


ехода плаз 
гаризированы допущением возможности прямого вх. сей 
матической мембраны в м И 


ембраны эндоплазмат 


20 


Однако уже с середины 60-х годов начали накапливаться 
факты, прямо или косвенно свидетельствующие против унитар- 
ной теории организации мембран и основных положений «бутер- 
бродной» модели. В частности, оказалось, что четкую трехслой- 
ную структуру при электронно-микроскопическом исследовании 
обнаруживают далеко не все мембраны. Появилось значитель- 
ное количество данных, свидетельствующих о глобулярной 
структуре мембраны, причем это касалось как отдельных разно- 
видностей мембран, так и разных участков одной и той же мем- 
браны. Более того, оказалось, что ультраструктура мембран в 
значительной степени зависит от способа фиксации материала. 
В связи с этим даже стали высказывать мнения о непригод- 
ности сбычных электронно-микроскопических методов фиксации 
и обработки материала для изучения организации мембран. 

Много фактов, труднообъяснимых_с_ позиций «бутерброд- 
нойх модели, было получено в цитофизиологических исследова- 
ниях. В частности, анализ процессов трансмембранного тран- 
слорта показал, что мембрана, по-видимому, гораздо лабильнее 
и динамичнее, чем это следует из «бутербродной» модели. Кро- 
ме того, значительная часть мембранных белков имеет глобу- 
лярную структуру, что-также противоречит положениям этой 
модели, а легко-экстрагируемые белки, т. е; те, которые удаля- 
ются агентами, разрушающими электростатические взаимодей- 
ствия, составляют лишь малую часть мембранных белков. В ос- 


5. ОВ В ЕЕ Е ИИА р 
НСВНС к: же это трудно экстрагируемые белки, связанные с ли- 


ни ити 


пидами не электростатическими, а более прочными взаимодейст- 
ВИЯМИ. ай би. 
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только между липидными молекулами, но и между липидами 


и белками. 

Согласно одной из таких моделей — модели липопротеиново- 
го коврика — мембраны образованы. переплетением липидных и 
белковых мицелл (рис. 2, Б). Однако эта жесткая систе а- 


—=—=—=—=ы— 


лизуется, по-видимому, лишь в определенных участках некото- 
аа О ис г СВИНЕЙ 
Наиболее универсальной и жизнеспособной из рассматривае- 


ых моделей оказалась так называемая жидкостно-мозаичная 
модель Зингера— Николсона (рис. 2, В), которая также посту- 
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‘чие двойного слоя строго ориентированных Лии 
У" лекул. Однако, в отличие от взглядов Даниэли и =. 
НЫХ п кидкостно-МОЗаичной модели белки мембраны Не обр 
ме сплошного слоя на внутренней и ат Е поверхное 
Согласно представлениям С. Зингера и Г. | иколсона 3 со 
став мембраны входят белки двух разновидностей: перифег т 
ские и интегральные. Периферические белки действительно связ, 
ны с полярными головками липидных молекул электростатиче 
скими взаимодействиями. Но они никогда не образуют спл 7 
ного слоя и, по сути дела, не являются белками собственно м 
браны, а скорее связывают ее с над- или субмембранной систе 
мами поверхностного аппарата клетки. Основную роль в орга 
низации мембраны играют интегральные глобулярные б 
связанные с липидами-гидрофобными взаимодействиями. 
правило, эти белки ‘либо более или менее глубоко погружены. 
мембрану, либо пронизывают ее насквозь (см. ниже). я 
Такая организация мембраны предполагает возможность ла: 
терального смещения интегральных белковых глобул, т. е. д} 
намичность и лабильность системы. Большим достоине 
жидкостно-мозаичной модели является также ее термодинаме 
ческая устойчивость: для поддержания этой структуры не нуж. 
ны затраты энергии. —с 7 1 
Как следует из вышеизложенного, жидкостно-мозаичная м 
дель организации мембраны значительно лучше соотносится 
биохимическими данными по кинетике экстракции белков 
мембранных фракций; кроме того, она находится в полном со 
стветствии с реальными фактами преобладания в клеточны 
мембранах глобулярных белков. у 
К настоящему времени накопилось много морфобиохимиче 
ских и экспериментально-цитологических данных в пользу 
костно-мозаичной модели. Например, такие данные полу“ 
при использовании метода замораживания-скалывания, наиболе 
адекватного для морфологического исследования мембран. Ск 
лы чаще всего проходят по середине гидрофобной фазы мембре 
ны, и на репликах сколотых поверхностей удается видеть ил 
бугорки глобул интегральных белков, выступающих над 
(тм слоем, или углубления на его поверхности, соответст 
сис местам расположения белковых глобул (рис. 2, В). 
ОИ ен из половин «расщепленно ео 
р и чество глобул интегральных белков и хара 
гер их расположения в мембране специфичны не только Де 
той же клетки, чаще вов Плазматических мембран одно, 
мембраны мужской. ть У до о циализирон аа 
каза и клетки — сперматозоида. | Е 
вп „сльства латерального перемещения белковых 
Лоскости мембраны были по Я х по гибр 
29 лучены в опытах по Ги?! 


лирует нал! 


м 1 в 13 ^^ 2,2 2 


2 >=. ^^ Ал 


Ух 


< 


дов млекопитающих и определению видо- 
слецифичных белков В плазматической мембране гибридной 
клетки методами иммуноцитохимии. Результаты экспериментов 
показывают, что через некоторое время после объединения плаз- 
матических мембран клеток человека и мыши «человеческие» и 
«мышиные» белки равномерно распределяются в плазматиче- 
‘кой мембране гибридной клетки (гетерокариона). Выравнива- 
ие концентрации белковых молекул может происходить благо- 
аря свободной диффузии в плоскости мембраны, происходящей 
)ез затраты энергии. 

Итак, по жидкостно-мозаичной модели интегральные белки, 
‹мозаично» распределенные в мембране, способны к латераль- 
ному перемещению в жидкостной липидной фазе. Такая модель 
предполагает возможность изменения степени жидкостности 
мембраны (см. ниже). . 

Создание жидкостно-мозаичной модели организации биологи- 
ческих мембран стимулировало изучение конкретных физико-хи- 
мических свойств разнообразных липидов и белков, входящих 
в состав клеточных мембран. 

Липиды. Липидный состав клеточных мембран многообра- 
зен и специфичен. Липидная фаза мембран у большинства кле- 
ток образована главным образом фосфолипидами. Наиболее 
распространенные из них — фосфоглицериды— производные фос- 


фатидной кислоты: фосфатидилхолин, фосфатидилэтаноламин, 


фосфатидилинозит и фосфатидилсерин. Они имеют сходную 


структуру и состоят из гидрофильной полярной головки, обра- 
зованной соответственно спиртами холином, этаноламином-или 


ии клеток разных ВИ 


инозитом и аминокислотой серином, и двух гидрофобных «хвос- 
тов» — углеводородных цепей остатков жирных кислот, связан- 
Вых со ‘спиртом глинериномет тот ео 


Мембранные липиды другого класса — сфинголипиды — так- 


——«4ма————\А—«Ч«— 


же состоят из полярной головки и двух неполярных «хвостов», 


п ион ван 


носахаров и один или несколько остатков М-ацетилнейрамино- 
вой или сиаловой кислоты. Такие липиды входят в состав гли- 
кокаликса (основного надмембранного компонента поверхност- 
ного аппарата клетки). _ омеае 
Гликолипидам приписывают важную роль в рецепторной 
ункции мембраны. Например, большое значение для работы 
имических синапсов имеют ганглиозиды. Их состав меняется. 
ри злокачественном перерождении клетки. Гликолипиды плаз- 
матической мембраны эритроцитов у человека определяют груп- 
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ают, что именно липиды необходимы 


едполаг ; 
пу крови. Пред леточных коммуникаций в процессах 


осуществления г 
о плазматической мембраны Животн 
клеток является стероидный липид холестерол. глолекула хо 
стерола состоит из четырех конденсированных углеводороде 
колец. Одна ее часть гидрофильна, а другая гидрофобна на 
гружена в билипидный слои. Количество холестерола В мема 
не может варьировать и в значительной мере оп ределяет с1 
пень жидкостности мембраны: чем больше холестерола, тем н 
же жидкостность мембраны. У прокариот стероидные липи) 
встречаются довольно редко; в частности, они обнаружены 
микоплазм и цианобактерий. У растительных клеток такие. 
пиды представлены фитостеролами. Повышает жидкостное 
мембраны также и присутствие одноцепочечных диольных 1 
пидов (в их состав входит один остаток жирной кислоты); 
ми липндами обогащены мембраны клеток прорастающих семя 
и интезсивно регенерирующих тканей. 

Степень жидкостности мембраны может определяться Ни 
только количественным составом липидов (в частности, отн 
сительным содержанием холестерола), но и соотношением нас 
щенных и ненасыщенных остатков жирных кислот в линиднЕ 
молекулах. Чем больше в. мембране остатков ненасыщенне 
жирных кислот, тем выше степень ее жидкостности о п 

Пластичность липидного компонента мембран ярко проявля т 
стся при адаптации животных к изменениям температуры окр! 
жающей среды. Так, в клеточных мембранах в зависимости ‹ 
температуры может в широких пределах меняться степень н; 
сышенности жирных кислот. Регуляция жидкостности мембран 


ной фазы имеет большое значение, так как состояние липи) 


ного компонента влияет на активность мембранных -ферменто 
Одним из основных свойств Я. мемор. 
ны является их способность к свободному латеральному пере 
мещению и вращению. Возможен и переход молекул из одног 
моноблоя В- другои, как бы перекувыркивание (так называем Ы 
«флип-флоп»); но это происходит достаточно ‘редко и с меньше 
скоростью, чем латеральная диффузия. 
Бислойная плазматическая мембрана 
ставу липидов. В наружном монослов 
ее все гликолипиды; различные- фосфолипиды  распределенв 
о мерно. Например, В плазматической ме 
Е ружном монослое 
дилхолин, а во внутреннем — фосфатидил 
родные цепи жирных кислот 
как правило, более насыщенные 
рия бислоя обеспечив 
лерживается в процессе функциони 
механизмов, в частности, 
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га асимметрична по 
сосредоточены практи 


рования с помощью р 
ссли истощить клетку по А1 


имметрия будет нарушена и липидный состав монослоев вы- 
завнивается. 

Особое положение в бислое занимают и липиды, непосред- 
твенно примыкающие к глобулярным интегральным _белкам 
ембраны, Они, как правило, более упорядочены и менее по- 
вижны, чем в безбелковых участках мембраны. Белково-липид- 
\ые межмолекулярные взаимодействия имеют _ существенное 
ункцнональное значение. Например, многие белки или белко-. 
зЗые комплексы вообще не могут нормально функционировать 
сз соответствующего липидного окружения. 

Несмотря на универсальный характер рассмотренного типа 
рганизации липидного бислоя плазматической мембраны про- 
и эукариотных клеток, его нельзя считать единственно возмож- 
ным. В последнее время появляются данные о том, что в функ- 
Кнонирующих плазматических мембранах гораздо чаще, чем 
предполагалось, встречаются участки с временными или бо- 
исеменее постоянными нарушениями типичной билинидной 
труктуры. Такие нарушения могут происходить, если в мембра- 
: увеличено относительное количество интегральных белков 
клетки прокариот, специализированные участки мембран мета- 
зойных клеток). 

Весьма своедбразно устроена наружная мембрана грацили- 
утных бактерий, значительная часть которой представлена ли- 
‘протеинами и липополисахаридами. У прокариот можно най- 
ти и другие варианты необычной организации мембран. Напри- 
ер, у некоторых архебактерий вместо фосфолипидного бислоя 
имеется монослой дибифитанилтетраглицерида. Мембрана хло- 
росомы зеленых аноксигенных фототрофных бактерий образова- 
та гликолипидным монослоем. Своеобразно построены мембра- 
ны бактериальных включений — газовых везикул, серных частиц, 
карбоксисом и др., достаточно широко распространенных у про- 
ариот. Они состоят из монослоя белка толщиной 3,5 —4 нм. 
ри этом гидрофильные и гидрофобные аминокислоты распре- 
елены в белковой молекуле таким образом, что образуют сре- 
инный гидрофобный и наружные гидрофильные участки. 

Эти примеры отступления от обычного типа организации 
ембран свидетельствуют о возможности варьирования мем- 
ранных компонентов при сохранении основного принципа гид- 
офобно-гидрофильных взаимолействий. 

Белки. Если липиды являются идеальными соединениями 

1я реализации универсальных барьериь Н ан, то 
‘ки обеспечивают выполнеёни нейших клеточных 
ий — оегулиозижого транспорта; рецепции, ст 
| сов М 


и процес 


е таболизма и др. 
интегральные белки мембраны прочно связан ипидами; 
этличие от легкоэкстрагируемых пери ерических белков их 


Изя выделить из мембран, не р: 
_ Интегральные белки можно разде 


—- —- 


пы: белки, пересекающие мембрану. (трансмембранные бей 
рис. 3, А, Б), и белки, располагающиеся вне билипидного с 
но ковалентно связанные с липидами либо непосредственно 
бо через олигосахарид, связанный с фосфатидилинозитолом м 
ружного монослоя (рис. 3, В). —— 


Рис. 3. Взаимоотношения интегральных белков с билипидным слоем мембраны 


А — белки с одним гидрофобным участком; Б — белки с несколькими гидрофобным! 
участками; В — белки, связанные ‘с фосфатидилинозитолом через олигосахаридны! 
«мостик». 


Среди трансмембранных белков можно выделить белки, за: 


глобулу (рис. 3, Б). Белки первого типа часто связаны © мно 
гочисленными углеводными остатками и являются, по существ у. 
гликопротеинами. Их основная. функциональная часть находит 
ся за пределами билипидного слоя и входит в состав гликок: 
ликса. Гидрофобный о-спиральный концевой. участок таких бел 
ков-погружен в мембрану. Как правило, белки такого р ода вы 
полняют-рецепторные функции; Типичным примером этого могу’ 
служить антигенраспознающие рецепторы В-лим 
зованные -мембранными формамь 
М и РО. Их антигенсвязывающие 


Аналогичное строение имеют и другие рецепторы обши 
надсемейства иммуноглобулинов, а также рецепторы д} 
семейств и надсемейств. К этому же типу можно отне 
гральные белки, выполняющие специфические фе 
функции, например сахараза-изомальтазный комп] 
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оложен в мембранах микроворсинок всасывающих клеток Ки- 
печного эпителия и представляет собой димерный комплекс, ко 


откая цепь которого (са- ‹ 
‹араза) и большая часть и, 
линной цепи (изомальта- 
за) находятся за преде- 
ами бислоя и обращены 
просвет кишки. Лишь 
ебольшой концевой уча- 
ток длинной цепи обра- 
зует гидрофобную а-спи- 
аль, которая заякорива- 
ет весь комплекс в мем- \ 
бране. Таким образом, О @ 
рабочая часть этого фер- Иа: 
ментативного комплекса с | а 
двумя активными центра- |. . 2: 
ми входит в состав гли- Не 
кокаликса, где и осущест- #Фе®, ЖОЗОО рее 
вляет процессы присте- | 
ночного пищеварения 
(рис. 4, 4). | 
Белки второго типа 
обычно — осуществляют 
транспортные функции. 
Примером таких инте- 
гральных белков служит 
ВаЗ-гликопротеин  мем- 
браны эритроцита — ди- 
мер, представленный 
идентичными молекулами о 
(рис. 4, Б). Гидрофобные. 
аминокислотные остатки. 
образуют в_ каждой —мо- 
лекуле пять спиральных 
участков, пронизывающих 
‘мембрану и формирую- 
щих в совокупности ани- 
онные каналы, обеспечи- 


вающие транспорт анио- Рис. 4. Сахараза-изомальтазный ком- 
нов НСО;. Небольшая плекс всасывающей клетки кишечного 
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чкопротенноваи часе”, о и и. и В4З эритро- 
олекулы входит в со- в - 
став гликокаликса. _ Она Стрелками показан транспорт анионов. 


опре а ——— 
Ределяет группу крови и изменяется при старении эритроци- = 


та. За ый. ь 

ложен Ев бислоя с цитоплазматической стороны распо- 
ольно протяже И ЛЬ анный с 

‘Периферическ р нный участок молекулы, связанный с 


им цитоскелетом. 


И х 


Один из наиболее изученных белков второго типа — бакт 
риородопсин хромопротеин, входящий в состав так называем 
пурпурной мембраны архебактерий и во многих отношени 
схожий с родопсином фоторецепторов животных. Бактериор 
допсин, как и родопсин, представляет собой белок (бактериоо 
син), ковалентно связанный с хромофором ретиналем. Молекул 
бактериородопсина располагаются в плазматической мембра! 
строго определенным образо: 
Этот белок молекулярной масс; 
20 кДа содержит семь участко 
гидрофобных аминокислот, раз 
деленных последовательностямь 
гидрофильных аминокислот. Гид 
рофобные участки в виде @-сп 
ральных цепей семь раз пронизь 
вают мембрану (рис. 5). В рай 
оне одного из гидрофобных уча 
стков расположена молекула ре 
тиналя — хромофора, идентичной 
ретиналю — светочувствительны 
клеток животных. Бактериоре 
допсин работает как простейша 
фотосинтетическая система. Воз 

бужденный светом бактериоре 

Рис. 5. Реконструкция мо- допсин выступает в роли проток 

лекулы  бактериородопсина “ 1 

(16: ^ Зопаеон, аа ной помпы, транспортируя прото 

1975). ны из цитоплазмы во внешнюк 

среду. При этом создается элек 

трохимический градиент. Эта энергия может использоваться для 
любой работы — движения жгутика, синтеза АТФ, активного 
транспорта. 

В основе действия фоторецепторов животных лежит тот же 
принцип организации регулируемого светом канала, представ 
ленного комплексом белка и ретиналя. ` м 

Хотя опсины разных животных могут существенно разли 
чаться, особенно у таких филогенетически Удаленных групп, ка 
членистоногие и позвоночные, между ними, по-видимому, су 
ществует определенная гомология. Между бактериальным 
животным родопсинами процент гомологии невелик. 

Объединение мембранных белков в комплексы широко рас 
пространено при формировании различного рода каналов ил 
насосов, обеспечивающих трансмембранный транспорт ионов. 
органических соединений типа аминокислот, глюкозы и т. 
Осуществление переноса веществ является одной из ОСНовВНБ 
функций мембраны. В зависимости от механизмов. транспор 
можно выделить целый ряд его категорий, сре ди которых 11 
основных: диффузия, облегченная диффузия (пассивный 
порт) и активный транспорт: еее зеннию Е 
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ТЬ 
Диффузия малых неполярных молеку”. а и. ы 
о традие нту концентрации через билипидн! т о 
щения крупных и полярных молекул по Рае аы 
ии необходимы специальные белковые каналы в _ меморане; 


уемые 


питон о мнивиовны вьто 


`эслонкой) и нерегули рыштки”]- : 

в г [ерем . щени е веществ в клетку еси а ны 
онцентрации может происходить также с ПОМОЩЬЮ и 
пах белков-переносчиков, благодаря_конформационным 2 
1ениям ЭТИХ белков. Такой способ транспорта носит название 


обычно они бывают двух ТИПОВ: _ ›егулир емые _(с «крышкой», _ 
0 ОН : р 


«крышки»). 


ные насосы, работающие с использованием энергии (чаще всего 
энергии АТФ). — 


среде, что лежит в основе многих биоэлектрических и транс- 
портных процессов. В молекуле К, Ма-АТФазы имеютея епеци- 


альные участки связывания ионов Мати К+. Их транспорт обес- 


обращен в цитоплазму. В-субъединица имеет четыре гидрофоб- 
ных участка и выступает только на внешнюю сторону мембра- 
пы; ее М-концевой участок обращен наружу и несет углеводный 
остаток. Получено и трехмерное компьютерное изображение 
труктуры К, Ма-АТФазы, свидетельствующее о ее сложной кон- 


фигурации. Ведутся работы по дальнейшей детализации струк- 
‘урно-химической организации этого комплекса 


| филе К, Ма-АТФазы разных объектов и клеток разных тка- 


| ИОТ То 
в. пон: модификациями, для каждой из которых име- 
ои структурные гены. 


мембрар 
ране обнаруживаются и другие натриевые каналы, со- 
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БТ 


из трех белковых субъединиц молекулярной масс 
стоящие 
около 20, 40 и 300 кДа. 


Рис. 6. Организация холинрецептивного белкового комплекса. 


А — общий вид, Б — варианты строения субъединицы. 1 — мембрана; 2 — центр связ 
вания ацетилхолина; 3 — «-спиральный участок молекулы, образующий стенку кана 
4 — цитоплазматическая часть рецептора. 


Еще одним и наиболее изученным примером белковых комп 
лексов, сочетающих в себе функцию рецептора и регулируеме 
го канала для транспорта катионов (ионы Ма+, Кт), являютс 
холинрецептивные белки в постсинаптической мембране холин 
эргических синапсов (рис. 6). В плазматической мембране элек 
трических органов (видоизмененных мыши) ската холинорецеп 
торы представлены белковым комплексом из пяти субъединии 
в одной из которых локализован центр связывания ацетилхо 
лина (рис. 6, А). На внешней стороне мембраны в непосрел 
ственной близости от этого комплекса располагается перифериче 
ский белок — фермент ацетилхолинэстераза. В целом белкова 
система рецептор—фермент работает как регулируемый ионны 
канал для Мат и К+. При задействовании рецептора медиат 
ром канал открывается и остается открытым до тех пор» в 
медиатор не будет разрушен ацетилхолинэстеразой. За это вр 
мя происходит перераспределение ионов Ма+ и Кт между кле 
кой и средой, благодаря чему и генерируется электрический и 
пульс. 

Методами генной инженерии уже выделены гены, коди ру 
щие иРНК для каждой субъединицы холинрецептивных ко 
лексов, и продолжаются интенсивные молекулярно-биологи 
вкие исследования механизмов их работы. Показано, напри 
что все белки комплекса имеют четыре или пять а-спирал 
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хо 
от. 
2 3 ме 


идрофобных аминокислотных последовате льностей, и в образо- 
вании стенки регулируемого канала участвуют по одной из та- 
их и ностей каждого белка, входящего в комплекс 


(рис. 6 в 


Но тес твенные каналы и насосы характеризуются строгой по- 
ляризованностью, относительно низкой энергией активации, зна- 
нительной селективностью и большой мощностью. В опытах с 
включением белков в искусственные мембраны были смоделн- 
рованы каналы с некоторыми из перечисленных выше свойств. 
Однако получить искусственные каналы; полностью имитиру- 
ющие природные, т. е. обладающие совокупностью всех их при- 
знаков, пока не удалось. 


Одним из фундаментальных свойств белков биологических 
мембран в соответствии с жидкостно-мозаичной моделью являет- 
ся их принципиальная способность к латеральному перемещению 
и вращению в горизонтальной плоскости. По образному выраже- 
нию создателей жидкостно-мозаичной модели, белки мембран — 
«корабли», которые свободно плавают в липидном «море». Сво- 
бодное перемещение белков в мембране действительно было по- 
казано на ряде метазойных клеток, в частности на лимфоцитах 
млекопитающих. Однако по мере углубления наших знаний © 
мембранных белках и поверхностном аппарате клеток как це- 
лостной системе, становится ясным, что подвижность этих бел- 
ков у эукариот весьма ограничена. Механизмы ее ограничений 
многообразны — это и связь белков с примембранными слоями 
(особенно с периферическими элементами цитоскелета), и не- 
которые типы постоянных межклеточных контактов (см. ниже), 
и взаимодействие белков между собой и с липидами, а также с 
периферическими белками. Наконец, как будет видно дальше, 
латеральное перемещение белков в мембране может быть обус- 
ловлено направленной работой периферического цитоскелета и 
белков субмембранного цитозоля. 

Итак, по современным взглядам на организацию мембраны, 
она представляет собой липидно- белковую систему, для кото- 
рой характерны сложные взаимодействия как внутри липидной 
фазы (асимметричные монослои) и в белковых комплексах, так 
и между липидами и белками. Кроме того, поскольку мембрана 
является лишь частью поверхностного аппарата клеток, то и 
другие его компоненты — надмембранные и особенно субмем- 
бранные структуры — также участвуют в поддержании стабиль- 
ности белков В мембранах (в основном это касается эукариот). 


2.2.2. СУБМЕМБРАННАЯ ЧАСТЬ 
ПОВЕРХНОСТНОГО АППАРАТА И ЦИТОСКЕЛЕТ 


‚ У эукариотных клеток субмембранная часть поерностноть 
аппарата расположена в_периферическом е" пе: 
(примембранном цитозоле). Она занимает Ом ТОЧНОЕ . 


в а ь у да 
а Е 


жение и играет связующую роль между мембраной | 
том и основной гиалоплазмой. К субмембранным ком оск 
поверхностного аппарата следует отнести пе -- 
мембранную часть цитоскелета_с белками, обеспечив Пра 
связь с мембраной. —_—_Аю— 
Идея о существовании сложной структурной организ 

новной цитоплазмы эукариотных клеток была широко ме к 
ранена в цитологии в конце ХХ — начале ХХ в распрост. 


ЛЕХ Е» КУ 7 Ат Хх Га ля г/Й^ а Н | 
мере углубления представлений об организации Иже. по. 
птазмы оольшинство наблюдаемых на фиксированных и с 

а-. 


шенных препаратах структур было признано артефактам, 
основную цитоплазму стали рассматривать как сложную ”.. к. 
идную систему, не имеющую постоянных структурных ко © 
нентов. Элементы постоянного цитоскелета обнаруживались ы | 
светооптическом уровне лишь в специализированных ви 
ных клетках (например, тонофибриллы в шиповатых клетках 
эпидермиса) и у одноклеточных организмов. Строгие научные 
доказательства наличия сложного цитоскелета как универсаль- 
вои структуры в матриксе эукариотных клеток появились лишь 
в эру электронно-микроскопических исследований. При этом на. 
иболее детальные работы вначале были выполнены на культи- 
вируемых 11 уЙго фибробластах — излюбленном модельном объ- 
екте общей цитологии. 

В настоящее время исследования организации цитоскелета, 
его связь с поверхностным аппаратом клетки, процессами внут- 
риклеточного транспорта и клеточной подвижности составляют 
одну из актуальных общецитологических проблем. Накоплено 
много данных об организации цитоскелета и его примембранной 
периферической части как на модельных объектах, так и на спе- 
циализированных метазойных клетках. Углубляются и расширя- 
ются представления об организации цитоскелета в клетках рас- 
тений и у одноклеточных организмов. Все это позволяет дать 
довольно обстоятельную характеристику общих закономерностей 
организации цитоскелета — структур матрикса цитоплазмы 
эукариотных клеток. ПЕТЯ 

`В наиболее полном виде он представлен тремя тесно взаимо’ 
связанными, но достаточно индивидуализированными систе 
ми: 1) системой -микрофиламентов микрофибоаи а р 

й лы толщи 

торой составляют чаще всего актиновые фибр = являются ту. 
7 нм; 2) системой, основным компонентом которо: гетероген- 
булиновые микротрубочки: диаметром 22—24 нм; 8) тетер 

у 6 у составу системой промежуточных ила! 
ной по белковому я 


диаметром около 10 нм." _ 


——мъьънщ—— 
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ованных метазойных | 


ческий ана’ 
. ТЬ четвер 


торых специализир 
* Детальные исследования некотор р о 
клеток, например мышечных, а также ср 


ь ли 

й сейчас выде Я 

екоторых растений позволяют - так #23 

О ЗыКТ, итоскелетную субсистему ки 


оисхождению ц 
тую, гетерогенную по ПР и 
ее ит филаментов диаметром <5 нм (см ) 
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— Микрофибриллярная система, или система микрофиламен- 
тов. Основным белком микрофибриллярнойсистемы_ является 
актиЕ молекулярной. массой 42 кДа. Этот мономернцый. глобу- 
‘ларный белок имеет участки связывания двухвалентных катио- 
нов и нуклеотидов (в физиологических условиях это обычно 
ионы №52?+и АТФ). 

ВЕТиНЫ очень НЯ белки. В аминокислотных по- 


И дается меньше 5% различий. Шо биологи: ты свойствам. 
и электрофоретической- т ПОВИЖНОСТИ. в клетках позвоночных вы- 
деляют три типа актинов — о, В- и у-актины. Шри этом @- 


актин ха и ДЛЯ Е Е мышечных клеток, а 


Б- и у — немышечные формы актина. У высших- беенозвоноч- 
ных не удается выявить различие между мышечным и немы- 
шечным актинами. 

Количество актиновых генов у разных объектов варьирует. 
Так, у дрожжей обнаружен только один актиновый ген, у дро- 
зофиллы их шесть, у цыпленка, по-видимому, семь, у одного из 
круглых червей четыре, у мыши и человека до 30. Такие дан- 
ные не очень многочисленны, так как в генетическом отношении 


изучен еще относительно небольшой круг объектов. 


Рис. 7. Взаимоотношения глобулярного (@) и фибриллярного (Е) актина. 
1— С-актин, 2 — Е -актин, 8 — профиллин, 4 — комплекс @-актина с профиллином. Стрел- 
ками показано направление процесса сборки и разборки на «+»- и «_»- -концах фиб- 
риллы. 


Одно ИЗ ОСНОВНЫХ свойств ‚актина — способность к полиме- 


ризации # и деполимеризации — превращению мономерной - 
мы (С-актин — глобулярный_ актив) `в`полимерную (акти. 
Е Иритирный акти тг обратно Эш Процессы Платон 
жны, многоэтапны, требуют соблюдения ряда условий, но 
скают-в клетке с большой скоростью, что обеспечивает вы» 
ой системы. Процесс поли- 


начинается с образования тримеров (так называемой 


ув . Следующий этап — элонг — #8 при; 
единенин к обоим концам тримера новых Зови 


2 м0 


актина — полярный процесс: на 
обмен мономеров происходит быстрее и критическ 
‘онцентрация связанных с АТФ мономеров актина_ меньше, че 
я другом. Этот конец получим я «—-»-ко Я рот 
воположный — «—>»-Конец актиновой фибриллы. в. 

С актин, или актиновая фибрилла, представляет собой твой 
НУЮ спираль из актиновых мономеров (рис. 7, 8) и содерж ой 
крайней мере пять специфических участков, связанных © сист 
мой вспомогательных или актинсвязывающих белков: <- >- 
«—»-концы фибриллы и не менее трех специфических астко 


Формирование фибриллы 


ПОМ конце 


на боковых поверхностях. Кроме того, существуют актинсвязь 
вающие белки, которые взаимодействуют с @-актином_и 1 
бируют либо нуклеацию (профиллин), либо нуклеанию-и_элой 
гацию (фрагмин). Вполне возможно, однако, что_деиствуют еп 
какие-топока неизвестные механизмы -регулянии_полимериза 
ции и деполимеризации актина, так как в большинетвеэукари 
отных клеток присутствует избыточный фонд _@-актина. 


Рис. 8. Актиновая протофибрилла поперечно-полосатого мышечного волокна 


1— актин, 2 — тропомиозин, 3 — тропонины. 


В клетке постоянно происходят многообразные превращения 
фибриллярного актина. Так, небольшие-фибриллы актина могут 
объединяться в более длинные нити путем-ентивания их коне 
конец или, наоборот, длинные фибриллы разрезаются особыми 


белками на короткие фрагменты. Взаимодействия актина, актин: 
ормируемых ими структур достаточн 


связывающих белков и 
сложны и многообразны (рис. 9). 

Существуют специальные белки, кэпирующие «-»-конеп 
(гельзолин, виллин, фрагмин) или «—»-конец (акументин) фи 
бриллы. Такие белки, как тропомиозин и филамин, приводят к 
стабилизации отдельных фибрилл.. Большая группа актинсвязы 
вающих белков обусловливает образование таких структур, как 
плотные или рыхлые пучки, а также переход цитоплазмы в ге 
леобразное состояние, Особое значение для осуществления меха 
нохимических процессов (внутриклеточного транспорта, клетоз 
ной подвижности) имеет взаимодействие немышечного актин 
с немышечным миозином. Наконец, специальные белки ириме 
брзниого цитозоля и, по-видимому, интегральные белки мембр 
обеспечивают структурную связь отдельных актиновых фибр Е 
сетей или пучков с мембраной. Такая связь можег осущ 
вляться либо через встроенные в мембрану вспомогатели 


ПА 3" 


РАЛИААЗАЧИЯ УфАЛАРЛИ 


яз 


Рис. 9. Структуры, образуемые актином и актинсвязывающими белками. 


`Взаимопревращения С и Р-актина; Б-- взаимодействие Е-актина с мембраной че- 
винкулин, тензин и талин (/), а-актинин (2) и спектрин (3); В — образование 
иных (4), рыхлых (5) пучков и сетей (6); Г—Е — стабилизация (Г), фрагментация 
А) и кэпирование (Е) микрофибрилл; Ж — взаимодействие ЕЁ -актина с миозином, 


либо путем прямого взаимодейств 


: ле белки 
ающие бе ‘итозоля с полярными головками я 


тинсвязыВ | 
зе мбранного Ц 


белков ПРИМ 


“идных молекул. а в 
т" “Многообразие отношений Е-актина со вспомогательным 


ками может обусловливаться и Тем, что тени 
 ающие белки оказывают на него разное ВОЗД! ВЕНИ те 
мости от внешних УСЛОВИИ (например, от концентрации Иов 


кальция). : к 

Некоторые соединения имитируют действие актиневнььз 
ших белков, ингибируя полимеризацию или _деполимериза и 
актина. Так, питохалазины — низкомолекулярные гетероцики 


ческие соединения, вторичные метаболиты некоторых грибов, - 


——— 


образуют комплекс с мономерным _ актином И, СВЯЗЫВ ИСь о 
«—»-КОНЦОМ микрофиламента, блокируют полимеризацию, чи 
в конечном счете приводит к разборке фибриллы. Циклопейти 
фаллоидин, яд бледной поганки, напротив, стабилизирует ак 
новые филаменты. Оба вещества широко ‘используются в иссл 


дованиях цитоскелета. 
Благодаря способности Е-актина к_быстрым перестроикам 


большому количеству вспомогательных белков возможно форм 


рование разнообразных третичных структур не только у раз 


одноклеточных организмов и специализированных клеток ми 
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гоклеточных, но и при разных состояниях в одной и той Ж 
клетке. Так, например, у оседающих на субстрат фиброблаем 
в клеточных культурах в примембранном цитозоле выявляют“ 
микрофибриллярные сеточки, а у прикрепившихся распласта 
ных клеток образуются так называемые нити натяжения ил 
стресс-фибриллы (з\1гезз-НБегз). Основу обеих структур соста 
ляет Р-актин, в их состав входят и другие белки актин-мио: 
нсвой механохимической системы: тропомиозин, а-актинин, а 
нитях натяжения и немышечный миозин. Нити натяжения зн 
чительнс толще, чем компоненты микрофибриллярной сети ит 
раздо менее лабильны. 
Для третичных структур характерно строго определенн 
расположение составляющих их белков. Так, например, при 
работке культивируемых ш УИго фибробластов флуоресцир} 
щими антителами к актину на препаратах выявляется мик 
фибриллярная сеточка — сложное переплетение фибрилл г 
этом свечение наблюдается и по всей длине фибрилл, и р 
тах их пересечения (рис. 10, А). С помощью р" о 
нину свечение можно обнаружить только в области перес 
ния актиновых микрофибрилл (рис. 10, Б). Наконец, испол 
вание антител к тропомиозину вызывает свечение по 1 
микрофибрилл, но не в области их пересечения (рис 
Подобное взаимное расположение б . ще 
миофибрилл мышечных к и оо 
леток. я 
„оругим основным белком микрофибриллярной систем 
тся миозин. Миозины — это высокомолекулярные бе. 
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но, ет 
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орые в отличие от актинов, характеризуются значительной вВа- 


иабельностью как У представителей разных видов, Так И В 
х одного организма. Однако, несмотря на большое коли- 


едела Н |. | Е 
м разновидностей, молекулы миозина построены по едино 


му принципу и состоят из палочковидной хвостовой части и двух 


ЕЕ 
в 


Рис 10. Локализация белков микрофиламентов в субмембранном аппарате 
фибробластов (Т) и в миофибриллах поперечно-полосатых мыпщ ОУ 
А — актин, Б — а-актинин, В — тропомиозин. 

глобулярных головок (рис. 11, А), образованных тяжелыми и 
легкими цепями молекулярной массой около 200 и 18 кДа соот: 
вотственно. Аминокислотные последовательности тяжелой цепи. 
‘составляют длинный _а-спиральный _ участок _—и_глобулярную _ 
структуру, с которой ассоциируются легкие цепи; а:спирали 
двух тяжелых цепей обвиваются одна вокруг другой и формиру- 
юг палочковидный хвост. Таким образом, каждая глобулярная 
головка миозина содержит концевой отдел тяжелой цепи и две 
легкие цепи (рис. 11, Б). В головках сосредоточены два важ: 
нейших центра молекулы: АТФазный и центр связыв - 
тином. При действии протеолитических ферментов эта часть мо- 
лекулы отщепляется, образуя так называемый тяжелый меро- 
миозин, который может специфически взаимодействовать с ак- 
тином. Это его свойство используется для определения поляр- 
ности актиновых микрофибрилл в электронно-микроскопических 
пе лозанняя при декорировании актиновых филаментов тя- 
о внинитегры образуются структуры, напоминающие 

и стрел (агго\м Пеа4з$). «Заостренный» конец микро- 


с т 


=. 
5 А Об Тк ло 


% 3, 


филамента представляет собой «—»-конец, а «оперенный». 
«--»-конец. 
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Рис. 11. Организация молекулы миозина. 


А — общий вид, Б — строение головки, В — надмолекулярные комплексы. ТМ — тяжелый 

и ЛМ — легкий меромиозин. 1 — тяжелая и 2, 3 — легкие цепи молекулы; 4 — АТФаз- 

ный и 5 — актинсвязывающий центры; 6 — димер; 7 — малый мономер; 8 — мышечная 
миозиновая протофибрилла. 


У ряда простейших и в некоторых метазойных клетках уда-. 
лось выявить своеобразную разновидность миозина — так назы- | 
ваемый одноголовый миозин (миозин 1), представляющий со-. 
бой как бы половину описанной выше структуры — одну тяже 
лую цель и две легкие. , 

В животных клетках различают два основных типа _миози 
на — мышечный и немышечный. Мышечный миозин свойствен 
поперечно-полосатым мышцам позвоночных и беспозвоночны 
гладким мышцам беспозвоночных. Немышечный миозин, к 
следует из его названия, обнаруживается в самых разных |! 
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характерен и для большинства_гладких _мышц_позво- 


—  Мышечный миозин в нативном виде и шт уЙго образует круп- 


оные протофибриллы, в которых молекулы миозина_ обращены 
ПКЕ -ВовиднНыми хвостами друг к другу, а головками — 
в противоположные стороны (рис. 11, В). Протофибриллы немы- 
ого ммозина построены так же, но они значительно короче; 
Однако по некоторым данным молекулы немышечного миозина 


пиииииюнининтинининичиииннивиннининиицнанащь 


у 


при сборке в протофибриллу т УЙго располагаются по-другому 
я об 


о а ряды противоположной направленно-_ 
_ сти. Одноголовый миозин вообще не способен собираться в 


_ протофибриллы. О механизмах регуляции сборки миозиновых 
_ протофибрилл известно пока не очень много. Так, палочковид- 
_ ные хвосты молекул многих немышечных миозинов могут скла- 
_Лываться втрое и в таком виде молекула не может участвовать 
_ в сборке. 

Для изучения взаимодействия актина и миозина были разра- 
оотаны специальные модельные системы. Из разрезанной вдоль 
игантской клетки водоросли МИеПа или Сага удаляют цито- 
плазму, сохраняя при этом продольные актиновые тяжи одина- 
Ковой полярности. Затем в клетку вводят искусственные поли- 
мерные частицы, соответствующие по размерам различным ци- 
_ Топлазматическим образованиям, на поверхности которых за- 
_ креплепы головки миозиновых молекул из мышц кролика. Эти 
частицы взаимодействуют с актиновыми фибриллами и при до- 
бавлении АТФ начинают двигаться по их тяжу со скоростью, 
сходной со скоростью перемещения собственных цитоплазмати- 
‘ческих органелл. При добавлении частиц, покрытых другими 
миозинами, например миозинами мышцы моллюсков, движение 
происходило только в присутствии ионов кальция, т. е. на этой 
‘модели оказалось возможным изучать механизмы регуляции 
взаимодействия актина и миозина. 
Разработан и способ количественного анализа взаимодейст- 
вий актина и миозина: для этого молекулы миозина закрепляют 
иеподвижно и регистрируют тянущую силу тяжей актина. 
_ Все микрофибриллярные образования обеспечивают выпол- 
‘нение различных механохимических функций клетки (перемеще- 
ие, эндо- и экзоцитоз, цитотомия и др.). 
_ Актиновые и миозиновые микрофибриллы являются основ- 
| К. ›кратимых кол 


иозиновая система ИГ | ро и | д ые е 
_ крови, Не вдаваясь в детали процесса, отметим — 
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понентами, обеспечивающих свертывание, существуют инте 
ные взаимоотношения между актиновыми фибриллами и акт 
связывающими белками. Зрелые кровяные пластинки содер 
все компоненты, необходимые для механохимической работы ; 
тин-миозиновой системы. Однако на первых этапах свертыван 


крови актин и миозин оказываются разобщенными, и сло кН 
изменения клеточной поверхности кровяных пластинок обусле 
ливаются взаимодействием актина с другими актинсвязыва 
щими белками (филамин, тропомиозин). Непосредственный КС 
такт актина с миозином происходит лишь на поздних этап. 
процесса свертывания, при разрушении кровяных пластинок, + 
гда в результате сокращения актин-миозиновой системы форм 
руется плотный сгусток. Я 

Интересные модификации в организации и работе надмоле 
кулярных актиновых структур удалось обнаружить в сперм: 
тозоидах. Гак, у голотурии из рода Твуопе при развитии акре 
ссмной реакции в головке сперматозоида формируется длинны 
и толстый пучок актиновых фибрилл, который должен «про 
кнуть» желеобразное вещество, окружающее яйцеклетку, чтобь 
дать возможность мембранам половых клеток слиться. Образс 
вание этого пучка происходит путем «взрывной» полимеризаци! 
актиновых фибрилл из С-актина, фонд которого здесь чрезвы 
чайно велик. В сперматозоидах мечехвоста этот же эффект до 
стигается благодаря выпрямлению спирально закрученных ак 
тиновых фибрилл предсуществующего пучка. | 

Степень развития актиновых структур значительно варьиру 
ст в клетках разных животных. Так, в эпителии губы гребневи 
ка очень мощный пучок актиновых филаментов связывает рес 
ничный и гладкомышечный аппараты этих клеток. А у Тгурапо 
зота Бгисе! актиновых филаментов обнаружить не удается, хо 
тя гены актина у нее есть. Возможно, это связано с генным! 
мутациями, приводящими к аминокислотным заменам в обла 
сти очень консервативного участка молекулы актина, ответсл 


венного за его полимеризацию (т. е. в месте расположения цен: 
тра связывания с актином). 


Интересные варианты организации микрофибриллярноге 
компонента периферического цитоскелета обнаруж 
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верхностном аппарате эритроцита_и «щеточной каемке» — ап 
кальной части всасывающей клетки кишечного эпителия млек 


питающих. На этих излюбленных объектах общей цитолог 


можно продемонстрировать бурный прогресс в исследовании 1 
тоскелета. 


Если в конце 70-х годов наши сведения о субмембран! 
аппарате эритроцитов млекопитающих ограничивались . 
приблизительными данными о его белковом составе, в частн 
о наличии спектрина — белка, как тогда считали, уникалы 
для эритроцитов, то в настоящее время мы располагаем 
40 28 
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ыы 
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7 \\® Р ферическом цитоскелете эритроцита’ 
,. ° на поперечном (А) и тангентальном’ 


[9 . < (Б) срезах, 
| е=7 ®< | — белок В14, 1; 2 — актин; 9 — тропомио- 
—. и. зин: 4 — белок В1 4,9; 5 —а- и 6 — В-субъ- 
89° единицы спектрина; 7-— гликофорин; 8 — 
(. #> кальмодулин; 9 — аддуцин; 10 — плазмати- 
ря И ческая мембрана; 1/— анкирин; 12 — Ва 3- 
гликопротеин, 


информацией о структуре этой системы, ее связях с мембра- 
и взаимоотношениях всех ее частей (рис. 12). 
Основным белком субмембранного аппарата эритроцита яв- 
яется спектрин. На его долю приходится около 70%, всех бел- 
бр цитоскелета. Спектрин эритроцитов представлен гетероди- 
кулами, образованными длинными 9 и п-цепями 
ой массой соответственно 240 и 290 кДа. Димеры 
бъединяются в тетрамерные структуры, образуя пе- 
итоскелета длиной 200 нм. На концах тетра- — 
ектрина находятся короткие (13—18 нм) фибриллы ак 
омиозина и особыми белками 894,1 И 


314,9, которые объединяют тетрамеры в единую сеть (рис. 14». 
1). Кроме того, белок В44,1 связан с цитоплазматических в 
еном интегрального белка мембраны гликофорина. 
бранная сеть цитоскелета связана с мембраной 
ерез особый белок анкирин, который имеет сайты 


как с определенным участком В-цепи молекулы спектрина, так 
ис белком ВАЗ-гликопротеином — димерным интегральным бел. 
ком мембраны, который служит анионным каналом (рис. 12, Б) 

Роль спектрина и актина в поддержании стабильности цито. 
скелета эритроцитов отчетливо выявляется при экстракции бел. 
КОВ целостность цитоскелета сохраняется лишь при наличии 
в нем этих двух компонентов. Эритроциты мутантных мышей, 
содержащие мало спектрина, очень хрупкие, они легко разру. 
шаются и быстро лизируются. Аналогичная ситуация наблюда- 
ется у людей с наследственной гемолитической анемией. 


Все приведенные факты свидетельствуют о том, что именио 
эти белки и образуемые ими структуры обеспечивают эластич- 
ность и прочность поверхностного аппарата эритроцитов. 


Существует несколько возможностей регулировать взаимо- 
связи компонентов этой системы, что в значительной степени 
определяет ее механические свойства. Одним из общих механиз- 
мов такой регуляции является фосфорилирование белков цито- 
скелета, осуществляемое специальными протеинкиназами. Это- 
му процессу могут подвергаться все белки, входящие в состав 
цитоскелета, кроме актина. 


Фосфорилирование спектринов ингибирует образование &- и 
В-димеров, фосфорилирование анкирина снижает его сродство к 
спектриновым олигомерам, а белка Ва4,| уменьшает способ- 
ность спектрина связываться с актином. 


В поверхностном аппарате эритроцита обнаружены и спе- 
циальные регуляторные белки, среди которых прежде всего на- 
до назвать кальмодулин и аддуцин. Эти белки регулируют об- 
разование одной из центральных связей периферического фиб- 
риллярного цитоскелета — связь спектрина и актина. Кальмо- 
дулин способствует сборке спектриновых молекул на актлновых 
филаментах, а комплекс аддуцина и кальмодулина ингибирует 
этот процесс при избытке ионов кальция. 


Наши познания о периферическом цитоскелете апикальной 
р И ибн — ЫЭ—— 
части всасывающих клеток кишечного эпителия млекопитающих 
в 70-е годы сводились к констатации тог акта, что в микро- 
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ворбинках сущес мощные пучки актино илл. свя- 


занных как с мембраной, так и между собой с помощью актин- 
вязывающих белков, а в апикальной части клетки _присутству- 


ют кератиновые промежуточные филаменты и немышечный-мио- 
зин. К настоящему времени в цитоскелете микроворсинок_иден- 
тифицированы три разновидности актинсвязывающих 06 

1 ересен 06 К, СВЯЗЫЕ и актино 
ссобенно ит НО 51 так называемый одно оловы. миовин 
(миозин 1). В апикальной части клеток помимо обычного мно. — 
зина и горизонтальных пучков актиновых +" р оды 
-и связанных с поясковой десмосомой) одна жена еще систе 
ма`тонких волоконеи, построенных из белка фодр а 
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связаны с Хорошо развитой — 
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пламентов (рис. 3) 
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Рис. 13. Локализация белков в цитоскелете микроворсинок всасывающих 
клеток кишечного эпителия. 


1 — актин; 2 — виллин; 3 — фимбрин; 4— 110 кДа (одноголовый миозин); 5 — 200 кДа; 

6 — миозин; 7— фодрин; 8 — промежуточные филаменты; 9 — микротрубочки; 10-— ин- 

тегральные белки, формирующие изолирующий контакт’ [1 — актиновые фибриллы в 
области опоясывающей десмосомы; 12 — точечная десмосома; 13 — тропомиозин. 


Рассмотренные примеры организации двух относительно по- 
стоянных цитоскелетных субсистем представляют особый инте- 
рес, поскольку такого рода структуры широко распространены у 
эукариот. Например, белок анкирин образует специфические 
контакты не только с Ва3 — интегральным белком мембраны 
я эритроцита, но и с белками, образующими анионные каналы в 
_`“СТКах эпителия почки, с белками натриевых каналов в нерв- 
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наконец, с такими универсальными белковых, 
‚к белки К, Ма-АТФазы. Эти три типа белко, 


гомологичны однако обладают общей особенностью — Нали 
не гомо. Зы 


чием больших цитоплазматических участков, с которыми и обр. 

зует прочную связь анкирин. | 

``Не менее интересные данные получены в сравнительно-цито. 

зогических исследованиях и о распространении спектрина. Вы. 

аснилось, что он или его аналоги присутствуют в субмембран. 
вом цитоскелете многих метазойных клеток, правда не в таких 

„оличествах. как в субмембране эритроцитов. Спектрины из 

разных клеток не идентичны и пока имеют разные названия: 

белок «щеточной каемки» Т\/-протеин (егпипа| меб ргоеш), 
фодрин, филамин и многие другие. Однако несомненно, что все 
это одно семейство вспомогательных спектриноподобных цито- 
скелетных белков, обеспечивающих в конечном счете эластич- 
ность псверхностного аппарата. Все они построены по одному 

принципу — это димеры а- и В-цепей, имеющие тенденцию к 

формированию тетрамерных комплексов; о-субъединица моле- 

кулярной массой 240 кДа — структура общая для всех спектри: 

ноподобных белков, а В-субъединица варьирующей молекуляр- 
_ ной массы, по-видимому, определяет специфичность этих белков 
°— _ Цитоскелета. 

Большинство спектриноподобных белков кодируется разны- 
ми генами; в клетках могут присутствовать разные типы спект- 
› рина, кодирующиеся соответствующими генами, которые мс- 
_ Тут экспрессироваться в разное время. Так, в кишечном эпите- 

лии цыпленка на 13-й день эмбрионального развития экспрес- 
_  сируется ген, кодирующий фодрин, а ген для белка Т\ начи- 
_  нает экспрессироваться лишь на 17—18-й день развития. Иссле- 
дование миогенеза т уИго показало, что у миобластов имеется 
фодрин, а в миотубах обнаруживается спектрин эритроцитного’ 
типа. 

_ Анализ сравнительно-биохимических данных позволяет за- 
ключить, что самая примитивная и широко распространенная 
Форма спектринов — это фодрины. Спектрины' эритроцитного ти- 
_па представляют собой наиболее специализированные белки. 
на принципиальная и интересная особенность обнару- 
| а ыы РУ иях спектрина с ме аной. к за за Ь, 
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‘бе мбран. При этом сайты свя- 

ел в ел спектрина не те, что для при- 
ирина. Возможно, такая связь отражает эволю- 
ревние, первичные отношения спектрина и мем- 


о распространены в эукариотных клетк 
| - ре А_ вастках и_описан- 
куляторные белки и, в первую очередь, кальмоду- 
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лин. Это один из наиболее древних регуляторных кальцийсвязы- 
вающих белков. Он участвует во многих процессах, регулируя, 


в частности, деятельность многочисленных ферментных систем. 
[го структура и свойства хорошо изучены; выявлен це лый класс 
сходных по организации белков, различающихся лишь количест- 
вом кальцийсвязывающих участков (от 1 до 4— тропонии С, 


обелин, $5-100). 
Тубулиновая система, или система микротрубочек. У ВА 


линовой системы цитоскелета много общего с рассм: отренной _ 
выше системой микрофиламентов, что определяется, по-видимо- 
му, не общностью их происхождения, а сходством закономерно-_ 
‹тей организации надмолекулярных структур. 

Основной _ белок _ микротрубочек — тубулин__ молекулярной 
массой 50 кДа. У всех эукариотных клеток он представляет со- 
бой гетеродимер, состоящий из молекул о- и В-тубулина, близ- 
ких по аминокислотным последовательностям. 

Тубулины относятся, наряду с гистонами и актином, к весь- 
ма консервативным и, по-видимому, очень древним белкам эука- 
риотных клеток. При этом В-тубулин несколько более вариабе- 
лен, чем х-тубулин. В геноме большинства организмов. гешы <- 
и В- тубулина могут быть диффузно рассеяны по геному, ул 
тих — например, трипаносомы, они собраны_в-тандемные повто- 
ры — кластеры. 

Колнчество тубулиновых генов у разных организмов может 
ръироваты ОЕ риертеНениемка --нрозофу ровать. Например; у-ныиьленка-и дрозофилы имеется по 
4 гена для а- и В-тубулина, у морского ежа — по 13. 

Молекулы тубулина подвергаются различным посттрансля- 
ционным изменениям: ©-тубулин_фосфорилируется и ацетчлиру- 
ется, В-тубулин т зинилируется’и детирозинилируется, Экс- 
нрессия генов ©- и В-туб ‘тках_од- 
ного организма и может меняться в ходе онтогенеза В одних и _ 


они 
етерогенность микротрубочек, таким образом, может опре- 


деляться экспрессией различных тубулиновых генов, посттранс- 
‘модификациями белка и сочетанием этих явлений. 
Так, например, в геноме цыпленка имеются четыре }-тубулино- 
вых гена, а по биохимическим критериям выявляется двенад- 
чать различных В-тубулинов. 
_ Одним из наиболее характерных и важных для клеток свойств 
Зулин я их ГИ ЖЕСЬТГ ратимой гполимериза- 
С изиологически» ЛОВИЯХ И пула ли- 
еров системы ми ОТ бое н их разборке. Молекулы тубу- 
‚олекул На имеют сро; ВО к пОнаь \\ с 
да вуклес р а, Е А Ф и АДФ мслекуль 
язываются с ГТФ. 1Ф) РТ отр Убочки рормиру- — 
ул ложногс многоэтапного процесса полиме 
= улина. Сначала ой разуются высокомо екулярные 
оли ил ащие несколько десят- — 
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ов молекул. Затем происходит надстраивание затравок с фор- 
`мированием плоской пластинки из 13—14 рядов строго оркен. 
тированных димеров тубулина, которая по мере удлинения, по- 
степенно, сворачивается в трубочку. При полимеризации проис- 
ходит гидролиз ГТФ, однако кроме гидролизующеийся молекулы 
в состав каждого тубулинового димера входит еще одна прочно 
связанная с ним молекула ГТФ, роль которой еще не выяснена, 

При образовании микротрубочек молекулы тубулина объеди- 
няются в нитевидные структуры — протофиламенты, в которых 
В-тубулин предшествующего димера контактирует с а-тубули- 
ном следующего. В соседних протофиламентах тубулиновые мо- 
номеры расположены в шахматном порядке. Типичная микрс- 
‘трубочка — это довольно длинный полый цилиндр, стенка кото- 
рого построена чаще всего из тринадцати параллельно уложен- 
ных и продольно ориентированных протофиламентов (рис. 14). 

Микротрубочки, так же как и актиновые микрофибриллы, 
представляют собой полярные структуры — у них различают 
«--»- и «—»-концы. На «-+»-конце обмен тубулиновых_ димеров 
идет быстрее и критическая концентрация димеров_меныне, чем 
ва «—-»-конце. 

Полярность микротрубочек связана, по-видимому, с зако- 
номерной ориентацией тубулиновых димеров. 

В электронно-микроскопических исследованиях полярность 
микротрубочек можно определить, декорируя их белком динеи- 
ном, изолированным из аксонемы ресничек (см. ниже). Моле- 
кулы динеина связываются со стенкой микротрубочки под не- 
которым углом, образуя при этом характерную структуру как 
на продольных, так и на поперечных срезах. Напомним, что 
подобным образом определяют и полярность актиновой микро-’ 
фибриллы при обработке ее тяжелым меромиозином. Кроме того, 
при определенных условиях тубулин способен полимеризовать- 
ся на стенках предсуществующих микротрубочек, образуя ис- 
кривленные пластинки по всей длине микротрубочки. На попе- 
речных срезах они выглядят как крючки, загнутые либо по ча- 
совой стрелке, либо против нее, что и определяет отношение 
структуры к микротрубочкоорганизующему центру, т. е. поляр- 


ность микротрубочки. 

Как правило, микротрубочки в пределах одной клетки имеют 
одинаковую полярность: быстро растущие «-»-коицы микро- 
трубочек ориентированы дистально по отношению к так назы- 
ваемым микротрубочкоорганизующим центрам (МТОЦ или _ 
ПОМТ) — уплотненным участкам цитоплазмы, расположенным 
либо в области клеточных центров, либо диффузно по всей ци- 
топлазме; <«—»-конец микротрубочки оказывается кэпирован- 
ным благодаря заякориванию в МТОЦ, что, как и в микрофиб- 
риллярной системе, блокируя разборку на «—»-конце, способст- 
вует росту микротрубочки. Такая ориентация микротрубочек 
еживается у растении и животных (от простеиниих до мле- 


копитающих) и указывает на эволюционную консервативность. 
клегочных механизмов, контролирующих их закономерную сбор- 


КУ. 


Рис. 14. Организация микротрубочки. 


1 — тубулиновый димер, состоящий из а- и Р-тубулина; 2— 
протофиламент стенки микротрубочки. 


При исследованиях биохимического состава МТОЦ выявлен. 
ряд специфических белков, в частности у-тубулин, стличающий- 
ся от а- и В-тубулинов по аминокислотным последовагельно- 
стям; характерна для них, по-видимому, и специфическая РНК. 

Изолированные из клетки МТОЦ индуцируют нолимериза- 
цию микротрубочек ш уйго. 

Микротрубочкоорганизующие центры претерпевают очень 
сложные морфологические и биохимические изменения при пере- 
ходе клеток к митозу. Так, у диатомовых водорослей МТОЦ, 
представленный в интерфазе единичной структурой, в профазе 
митоза преобразуется в две пластинки, являющиеся центрами 
образования правильно расположенных антипараллельных мик- 
ретрубочек митотического аппарата (подробнее см. ниже). 

В экспериментах ш уЙго было обна жено следующее яв- 
ление: при полимеризации очищенного т б лина в определенных. 
устовиях-оба конца микротрубочки то растут, то бы 
бираются [ти процессы на «Чъ-конце иду бра: 

е 


«—>-КОНЦЕ), т. е. все время происходят изменения длины микро-_ 


трубочки. Это свойство было названо динамической нестабиль- 
ностью; ее, по-видимому, можно объяснить следующими причи- 
нами: димеры тубулина, связанные с ГТФ, имеют большее срод- 
ство к тубулиновому полимеру, чем молекулы, несущие ГДФ; 
при этом сама полимеризация идет быстрее, чем гидролиз свя- 
занного с тубулином ГТФ. В результате на конце растущей 
микротрубочки образуется «шапочка» из молекул тубулина, свя- 
ыы с ГТФ, что в свою очередь будет индуцировать присо- 
ВЕИЕ новых и новых ГТФ-несущих димеров. Если же в си- 
Е но причин эта шапочка утрачивается (т. е. на кон- 
-- ротрубочки находятся молекулы тубулина, связанные с 
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теризоваться. 

`ДФ), то микротрубочка начие, ни т и. 
Это явление можно непосредственно пн я 
нопольном микроскопе с применением ие 
тановки. з кротрубочки 

Вследствие динамической и лей В 
РО поват течени -1 | 
времени только, если их КОНЦЫ т ^_ ай з 
Г Е «—»-КОН к кт 
Как говорилось выше, бочки зависит от того, будет п 


МТОЦ. Стабильность микротру бо образом -- например 
«+ »-конец также закреплен каким-Ли О р 


о У. ` т 

«пойман» той или иной клеточной струвтУрО#. Большиниа 

отных клеток весьма дина- 
микротрубочек цитоплазмы эукари о 
мичные образования — в клетке непрерывно идут а | с" 
полимеризации и деполимеризации. Концы микротру 
тут и разбираются с большой скоростью. Период 1 р И 
микротрубочек в интерфазе клетки составляет около МИН, 
в митозе -— значительно меньше. 

Регуляция поведения микротрубочек может быть связана ©0 
многими факторами, в том числе фосфорилированием и дефос 
форилированием ряда белков, изменением концентрации ионов 
Са?+, незначительное повышение которой вызывает деполимери: 
зацию микротрубочек. Регуляция этих процессов достаточно 
сложна; так, одна и та же структура (например, кинетохор, см. 
ниже) может индуцировать и полимеризацию, и деполимериза- 
цию микротрубочек в разных фазах жизненного цикла клеток. 

Существует ряд соединений, блокирующих процессы полиме- 
ризации и деполимеризации. Растительный алкалоид колхици 
его аналоги связываются с тубулиновым димером и «+ »-кони 


деполимеризации. 
Организация процессов полимеризации —деполимеризаи 
соотношение между ними в тубулин-динеиновой системе 
шем аналогичны организации этих процессов в системе 
вых микрофиламентов. Такое сходство в организации 
пиально важных процессов в различных по происхо- 
функциональному значению систе ‚И 
спределяется общей задачей ‹ания дост 
и способного к существенн 
Ярким примером исполе 
ных способности му 
полимеризации мог 
аксоподия содеря 
ных микротруб 
Солнечник при 
катываясь п. 
Ротрубочек | 
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клетке, могут существовать микротрубочки, ра а 
степени чувствительности к внешнему воздействию. > р, 
часть микротрубочек нервных клеток головного о. 
устойчива к повышению температуры. Как мн а 
бочки клеток животных более чувствительны к колхицину, чем 
микротрубочки высших растений, грибов и протистов. Особен- 
но высской стабильностью отличаются все три типа микротру- 
бочек трипаносом (веретено деления, жгутик, суопелликуляр- 
ные микротрубочки поверхностного аппарата). 

Причины разной стабильности микротрубочек до конца ие- 
ясны. Вероятно, это обусловлено как различиями в составе 
вспомогательных белков (см. ниже), так и посттрансляционны- 
ми изменениями тубулина. Например, у трипаносомы есть фер- 
менты, которые могут либо отрезать концевой тирозин от моле- 
кулы о-тубулина, либо присоединять его. При этом субстратом 
для первого процесса служит тубулин в составе микротрусочек, 
а для последнего —в форме димеров (аналогия с комплексом 
профиллин — актин). Детирозинилированные микротрубочки как 
будто более стабильны. Во всяком случае, в период формирова- 
ния жгутика и субпелликулярного цитоскелета при делении три- 
паносом новообразующиеся микротрубочки содержат тирозини- 
лированный тубулин, а впоследствии, по мере завершения сбор- 
ки этих структур, количество тирозинилированного тубулина в 
микротрубочках резко уменьшается. Однако подобные процессы 
(тирозинилирование—детирозинилирование), по-видимому, не 
универсальны. Так, у миксомицета Рпузагит  ро[усернапитй и 
инфузории стилонихии концевым остатком у а-тубулина явля- 
ется не тирозин, а метионин. 

В кастоящее время помимо основной цитоплазматической 
массы тубулина, входящего в состав фонда димеров и различ- 
ных тилов микротрубочек, у эукариотных клеток обнаружена и 
мембранная форма тубулина. Она иногда обнаруживается в 
нервных клетках позвоночных, в стенках окаймленных пузырь- 
ков и в комплексе с миелином. 

Возможно, что мембранный тубулин участвует в образовании 
связей микротрубочек с мембраной или во всяком случае обес- 
печивает взаимодействие компонентов периферического субмем- 
бранного цитоскелета с основным цитоскелетом клетки. 

Принципиальное сходство организации систем актиновых 
микрофиламентов и тубулиновых микротрубочек проявляется и 
в наличии в последней большого количества вспомогательных 
белков. Они изучены пока менее подробно, чем сходные по 
о ре 
мое. а С. а ности взаимоотношения с мик- 
микрофибрилля а ‚ а возможно и превосходят белки 

рной системы. 
га г ел Ко, кэпирующих концы микротрубочек и спо- 

льным этапам нуклеации (например, белки 
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у МО выделены еще две группы белков, связанных с боко-_ 


ВОЙ поверхностью микротрубочек: это ани | 
р | - . , 
кулярные (55—70 кДа). т-белкн_# иг. 4 :. О до. 
известные как МАР (писгофше-аззостайеа а н о а 
350 кДа). Молекулы этих тканеспецифичных белков име Е 
лочковидную форму. Они образуют Структура а. р: 
выступов на поверхности микротрубочек и р а С тей 
зи микротрубочек между собой и с другими м м: 
скелета или мембранными органоидами, так и для ста рая 
ции микротрубочек (по аналогии со стабилизирующими оелкКа- 
ми микрофиламентной системы). Наиболее консервативный ИЗ 
них — МАР-2. Связь с белками МАР, как правило, обеспечива- 
ет наиболее вариабельный С-конец В-тубулина. 

По-видимому, МАР играют важную роль в процессах ий 
меризации микротрубочек, стабилизируя затравки из и 
ров тубулина. Так, ш уНго очищенный тубулин Пе МАЕ 0 
лимеризуется значительно хуже, чем в присутствии МАР. 


неин; эту систему часто называют тубулин-дин 
логии с актин-миозиновой микрофибриллярной системой). 

Высокомолекулярный динеин отвечает за механохимическую 
функцию микротрубочек. Он был обнаружен в аксонемах ресни- 
чек, в составе так называемых динеиновых «рук» — постоянных 
компонентов ресничек и жгутиков (см. ниже). Впоследствии бы- 
ла обнаружена и цитоплазматическая форма динеина. Сущест- 
вует два типа молекул динеина—- двухголовые и трехголовые. 
Каждая субъединица, участвующая в построении молекулы, со- 
стоит из одной тяжелой цепи 300—350 кДа и 1—10 легких и 
промежуточных цепей (10—30 и 30—200 кДа соответственно). 

-Нитоплазматический динеин отличается от реснично-жгути- 
кового Е ОСНОВНОМ СОСТАавом легких и промежуточных цепей, ко- 
торые, по-видимому, ответственны за контакт либо с другими 
микротрубочками, либо с мембранными органоидами цито- 
плазмы. 

В настоящее время на ряде моделей (аксонах нервных кле- 
ток, меланофорах, гигантской амебе и др.) убедительно показа- 
но, что за транспорт органелл от «--»-конца к «—»-концу мик- 
ротрубочек (обычно в дистальном от перикариона направлении) 
ответствен цитоплазматический динеин. В противоположном на- 
правлении мембранные органоиды транспортируются белком 
кинезином (370—800 кДа), состоящим из тяжелых и легких. 
пепей и отличающимся от динеина конфигурацией молекулы. 

Кроме того, обнаружен механохимичеекий фермент (высоко- 
молекулярный белок с АТФазной активностью), Который может 
осуществлять движение по микротрубочкам в обоих направле- 
ниях. Выявлен также белок динамин, отвечаюнтий за_-транспорлт 
по микротрубочкам мембранных органоидов в направлении от. 
«—»-кониа к «1 >-конпу. Все эти белки работают, вероятно, по 


хз 


)еснично-жЖ гутиковый динеин, 


< ТО И миозин И | 
тому же принцину, Ч но-жтути 
НаКО вопрос ЭТОТ В отношении питоплазматических механохи 
›убочкового цитоскелета изучен ее не- 


мических белков микрот| 
достаточно. 

Таким образом, 
клеток (каки актин-миозиновая) выполняет 
функции; однако при этом микротрубочки играют роль и орга- 
низующей части цитоскелета, что особенно важно ДЛЯ обеспече- 
ния процессов транспорта и четко проявляется в поляризован- 
ных клетках. 

Помимо временных, быстро перестраивающихся микротру- 
бочек, в специализированных метазойных клетках и клетках-ор- 
ганизмах протистов широко распространены и более стабильные 
микротрубочковые системы. К ним относятся, например, образо- 
ванные скелетными микротрубочками ядерных эритроцитов по- 
звоночных и кровяных пластинок млекопитающих специальные 
кольца по периферии этих тканевых структур. Часто встречает- 
ся сложно устроенный микротрубочковый постоянный цитоске- 
лет в поверхностном аппарате инфузорий и некоторых других 
одноклеточных организмов. 


тубулин-динеиновая система эукариотных 
механохимические 


кротрубочек Аи Б, образующих дублет, такой порядок наруша- 
ется, и в трех рядах общих для этих микротрубочек протоф 
ментов прослеживается 1 т А м 
новых глобул в димерах. Рос от >. пы. ули- 
Второй основной белок аксонемы ресничек и ж 

динеин. Он сосредоточен в так называемых жгутиков — 
а динеиновых «руках» (рис. 15, Е = и 
о Р ея а А на о к 
ке ооразующих временные контакты со 
ренних «руках» ся ие а. наружных и вн 
О оторые я разные изоформы динеина с. 
что наружные < и тные формы ресничек, удалось показа 
в. те : О за частоту биения, а внут е 
формах указывают а ВНные, полученные на - 

[ на то, что отношения здесь более же 


ся эта механох 
имическая 
ничках и - система стаб | 
т Жгут илизирует ы 
Среди кото утиках фибриллярными белков ем 
рых особое значение а Е. 


П | > 
ары центральных микротруб „меют опорный цилиндр вокруг 
т ротрубочек и радиальные структуры Е 
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Рис. 15. Организация реснички. 


А — общая схема; Б, В — поперечные срезы на уровне аксонемы (Б) и базального 
тельца (В). 1 — плазматическая мембрана; 2 — периферические и 3 — центральные дуб- 
_ леты микротрубочек; 4, 5 — триплеты микротрубочек (4) и центральный цилиндр (5) 
базального тельца; 6 — гало; 7 — корневая нить; 8 — цитоплазма клетки; 9 — сателлит; 
аппарат крепления микротрубочек к мембране в дистальной (10) и прокси- 
_ (11) частях аксонемы; 12 — динеиновые руки; 13 — нексин; 14 — центральная 
5 — радиальные спицы; 16—18 ее чеке микротрубочки А(16), В(17) 
и й в 


полагающиеся на определенном расстоянии друг от друга и свя- 
зывающие центральный опорный цилиндр с периферическими 
дублетами микротрубочек (рис. 15, Б). Радиальные структуры 
и пентральный цилиндр образованы фибриллярным белком не- 
ксином. В настоящее время в составе аксонемы выделяют более 
ста различных белков. 


==>. 


В основании ресничек формируется базальный аппарат (рис. 
ИХ Его универсальная постоянная структура — базальное 
тельце. Оно представляет собой цилиндр, стенки которого состо- 
ят из девяти триплетов микротрубочек. Причем две микротру- 
бочки в каждом триплете связаны с периферическими микротру- 
бочками ресничек через систему перпендикулярных к длинной 
оси реснички электронно-плотных дисков. Что касается цент- 
ральных микротрубочек ресничек, то одна из них обычно коро- 
че другой и заканчивается свободно в гиалоплазме, не доходя 
до вещества дисков базального аппарата. Вторая же заканчи- 
вается в особой шаровидной структуре, находящейся в центре 
апикального диска. В основании реснички над областью распо- 
ложения дисков базального аппарата наблюдается несколько 
рядов сложных конусовидных структур, которые осуществляют 
связь периферических микротрубочек с мембраной. Два ряда 
аналогичных структур наблюдаются и в области апикальных 
дисков. К цилиндру базального тельца реснички подходит спе- 
ниальная цистерна, ограниченная мембраной. Как правило, ба- 
зальный аппарат имеет и сателлит — шаровидную структуру, 
связанкую с ним ножкой. 

В проксимальной части базального тельца от него отходят 
одна или несколько корневых нитей, или корешков, обладаю- 
щих поперечной исчерченностью и представляющих собой пучки 
тонких фибрилл (каждая толщиной около 5 нм). Корневые ни- 
ги могут тянуться от базального тельца до ядра, а иногда до- 
стигают и базальной части клетки. 

Специальный аппарат формируется и на апикальном конце 
реснички. Центральные микротрубочки связываются с перифери- 
ческой мембраной через систему горизонтальных дисков и так 
называемую «шапочку», имеющую боковые выросты, непосредет- 
венно контактирующие с мембраной. Периферические микротру- 
бочки заканчиваются особой структурой, образованной мощны- 
ми пучками филаментов, идущими в двух направлениях: один 
идет к апикальному концу реснички параллельно мембране (от 
этого пучка отходят короткие поперечные мостики, непосредст- 
венно контактирующие с мембраной); второй, короткий, пучок 
вдается в просвет микротрубочки А. 

Базальный аппарат ресничек инфузорий представляет собой 
наиболее сложный вариант дифференцировки рассматриваемой 
структуры. Здесь отчетливо проявляется тесная связь постоян- 
ной субмембранной механохимической системы поверхностного 
аппарата с мембранными структурами. Помимо регуляторной 
роли в функционировании механохимической системы базальный 
аппарат играет главную роль и в процессе формирования рес- 
ничек. 

Морфогенетическая функция базального аппарата как цент- 
ра самосборки сократимых и опорных структур хорошо показана 
на протистах при регенерации ресничек после их удаления. Так, 
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тетрахи- 
имер. при действии на клетки хламидомонад или рахи 
р, п] происходит либо сбрасывание рес-. 


— Мен повышенного давления 
у ану: азме микро- 
нички, либо «втягивание» ее под мембрану; д Ее ро 
трубочковые структуры реснички разбираются же р. 
булина. При возвращении клетки в нормальные усло! 
о ›еснички. Вначале в непо- 


и А $ нА ` Сто ‘тур Ы | 
дается восстановление струк 
мембраны определенным образом рас- 


средственной близости от 
В евется Изальное тельце, затем на его апикальном конце 
растет ресничка. Процесс этот идет достаточно с рее 
висимо от синтеза белка, так как материалом для 0 ев. 
данной структуры служит фонд ВУУлиНЯ и СОПУТСТРУ ооа 
ков, а способом — самосборка, индуцированная базальным тель- 
пем. 

Характерная для ресничек инфузорий организация постоян- 
ных тубулин-динеиновых механохимических систем с Двумя 


центральными и девятью периферическими парами микротру- 
бочек имеет широкое распространение и в специализированных 
клетках многоклеточных животных (реснички и жгутики кле- 
ток ресничных эпителиев, жгутики сперматозоидов и др.). Од- 


нако такой принцип построения не является единственной кон- 
структивной формой организации тубулин-динеиновых систем. 
„Детальный сравнительно-цитологический анализ организации 


КГУТИКОВ сперматозоидов разных многоклеточных животных пПо- 
казал возможность существенных изменений стандартной фор- 
мулы 9-2 даже у близкородственных животных. В жгутиках 
сперматозоидов некоторых групп животных двух центральных 
микротрубочек может не быть, а их роль играют цилиндры из 
электронно-плотного вещества. У низших многоклеточных (тур- 
беллярии и близкие к ним группы) подобного рода модифика- 
ции распределены у отдельных видов животных мозаично и, 
вероятно, полифилетичны по своему происхождению, хотя у всех 
_ этих видов образуются сходные морфологические структуры. 
> В настоящее время работа тубулин-динеиновой механохими- 
_ ческой системы в аксонеме представляется следующим образом: 
‚ система функционирует по принципу скольжения. Химическая 
энергия АТФ превращается в механохимическую энергию сколь- 
жения одних дублетов микротрубочек относительно других в 
результате взаимодействия в местах временных контактов ди- 
неиновых «рук» с димерами тубулина в стенках микротрубочек. 
Таким образом, в данной механохимической системе, несмотря 
на существенные отличия от актин-миозиновой системы, исполь- 
зуется тот же принцип скольжения, базирующийся на специфи- 
ческом взаимодействии основных сократимых белков. 
Система промежуточных микрофиламентов. Эта система 
пока изучена менее подробно, чем две уже рассмотренные, и в 
структурно-химическом ив общецитологическом плане (как ок 


| 
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ь 
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ставной элемент единого цитоскелета). В специализированных 


клетках ПОЗВОНОЧНЫХ ЖИВОТНЫХ И В межклеточных контактах, 


опорную и связующую функцию, обнаружены 
фибриллы диаметром около 10 НМ. Их НаЗыЕЗ. промежуточ: 

-—^ скелетными, или 19-нанометровыми филаментами. по 
Е “оды появилось много данных о наличии таких фила- 
а В специализированных (эпителиальных, мышечных, нерв- 
ных) клетках беспозвоночных животных. а НЕ 
имеются в отношении одноклеточных организмов. Пока нет чет- 
ких описаний этой системы у высших растений. аи 

Особенно большого развития достигает система промежуточ- 
ных филаментов в клетках тканей позвоночных животных. При 
этом в клетках разных типов тканей у одного организма она 
представлена разными белками. До недавнего времени сущест- 
вовала довольно четкая классификация промежуточных фила- 


вылолняющих 


они 


щих в состав промежуточных филаментов. Так, среди эпигели- 
альных кератинов выделяются две группы: кислые кератичь: — 
их около 15 разновидностей молекулярной массой 40—60 кДа 
(они характеризуются аминокислотными последовательностями 
Т типа), и нейтральные и основные кератины — их_тоже около 


15 разновидностей (50—70 кДа, аминокислотные ноеследеватель- 
ности П типа). 


Следующая группа белков промежуточных филаментов с 
очень близкими значениями молекулярной массы характеризу- 
ется амивокислотными последовательностями ПП типа. Это ви- 
ментин, представленный в тканях мезенхимного происхождения 
одним белком (53 кДа), десмин мышечных тканей (52 кДа) и 
глиальный фибриллярный кислый белок — ГФКБ (51 кДа). 

Промежуточные филаменты нервных клеток — нейрофила- 
менты — образованы белками трех видов (МЕ-7, МЕ-М, МЕ-Н), 
характеризующимися ГУ типом аминокислотных последователь- 
ностей. В нейронах позвоночных они представлены четырьмя 
разновидностями (57—150 кДа), у беспозвоночных — двумя 
(60—200 кДа). ь 
а. Сите НЫ филаментов, по-видимому, близки по 
ноги ее Степень тоМологии между ними у од- 

го организма составляет 30—50%, между белками одной 
группы — более 60%. При этом бел ДЕ 
-Ю.._ ки данного типа у разных 


К ВААМОВ различаются меньше, чем разные белки в пределах 
р”. Ваханизма. „Гак, десмин и виментин свиньи дают сте- 
гомологии 64%, а десмин курицы и свиньи 91%. 


аким образом й 
отличие 0 а ‚ для белков промежуточных филаментов, в 


от актинов и тубулинов, характерна тканеспецифия- 
55 


| =. хотя в последнее время появились данные о том, чу 
Во многих типах клеток помимо основного белка промежуточ. 
ных филаментов может экспрессироваться и ген, кодирующив 
виментин. Еще одно отличие от актина и тубулина заключает. 
СЯ в том, что каждый белок промежуточных филаментов ко. 
дируется одним геном. 

ТЛиЧия этих систем обусловлены, по-видимому, тем обето. 
ятельством, что принцип сборки и функционирования проме. 
жуточных филаментов иной, чем у актиновых микрофибрилл и 
микротрубочек. Консервативность актина и тубулина вызвана 
прежде всего необходимостью сохранить их способность к бы- 
строй полимеризации и деполимеризации, что накладывает 
жесткие ограничения на их изменения. Для промежуточвых 
филаментов не существует таких ограничений, поскольку их 
разборка, как и других клеточных структур, обеспечивается 
деятельностью гидролитических ферментов. Очевидно, что это 
обстоятельство и привело к значительной дивергенции белков в 
ходе специализации промежуточных филаментов в конкретных 
клетках. 

Однако, несмотря на различия в белковом составе, в мо- 
лекулярной и надмолекулярной организации промежуточных 
филаментов существует ряд общих свойств и закономерностей, 
которые, по-видимому, сохранялись и однозначно совершенст. 
вовались в процессе эволюции. Так, в белках всех разновид- 
ностей промежуточных филаментов существует очень консерва- 
тивный участок, который обнаруживается с ПОМОЩЬЮ МОНО- 
клональных антител. Иммунохимические исследования позво- 
лили выявить такой участок и в клетках высших растений, хо- 
тя сами белки пока выделить не удалось. Все промежуточные 
филаменты представляют собой фибриллы диаметром около 
10 нм (рис. 16). Белки промежуточных филаментов в отличие 
от актина и тубулина не глобулярные, а фибриллярные. Мо- 
лекулы этих белков построены по единому плану: в_их составе 
различают консервативный, практически одинаковый у всех, 
домен и два концевых участка, сильно варьирующих и по дли- 
не, и по последовательностям-аминокислот (до. 700_аминокис- 
лотных остатков у высокомолекулярных белкон нейрофиламен- 
тов). Центральный домен имеет палочковидную форму и со- 
стоит из 310 аминокислотных остатков. В нем различают че- 
тыре а-спиральных участка, разделенных тремя линкерными 
айонами. | 

В состав каждого а-спирального участка входят определен 
ные последовательности аминокислот, которые при взаимодей- 
с аналогичными участками соседних молекул позволяют 


;. © 
м закручиваться одна вокруг другой, образуя суперспираль 
(сойеё соЙ) (рис. 16, Б). Полимеризация таких димеров про- 


сходит путем взаимодействия концевых участков без затраты 
; 
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энергии АТФ и ГТФ. При этом формируются протофибриллы, 
которые затем объединяются в структуру диаметром 10 нм. 


Рис. 16. Последовательные этапы сборки промежуточных филаментов. 


А — мономер, Б — димер с суперспирализованными участками, В — тетрамер, Г- 10-нм 
фибрилла. 1 — центральный домен, 2. концевые участки. 


При образовании промежуточных филаментов в эпители- 
альных клетках в состав 10нм-фибриллы входят в равных ко- 
личествах и основные, и кислые кератины. 

Для связи промежуточных филаментов между собой суще- 
ствует ряд вспомогательных белков. Однако пока их известно 
значительно меньше, чем в актиновой и тубулиновой системах. 
Для кератинов — это семейство серусодержащих белков (10— 
30 кДа) и филаггрин (16—45 кДа). В мышечных тканях по- 
перечные сшивки десминовых фибрилл осуществляются отно- 
сительно высокомолекулярным белком синемином (300 кДа). 
Виментиновые филаменты также могут связываться между со- 
бой с помощью синемина и плектина — белка молекулярной 
массой 300 кДа. Кроме того, для сшивок промежуточных фи- 
паментов используются вспомогательные белки тубулиновой и 
актиновой систем (МАР 1,2, спектрин, анкирин). 

оказано, что М-концы белков промежуточных филаментов 
при помощи анкирина образуют тесную связь промежуточных 
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чи ь и т обеспечивают проч 
риламентов с мембраной, * ОИ р оболаваЕ Бе 
взаимодействие с плотнои АРА весьма сходными Що 
ки промежуточных филаментов — с О лого матов В 
своей организации и свойствам © елке ОМ план 
р р С А ; 
в частности с ламинами, образующими 
нс И омажуточные филаменты в эукариотны; 
Ким оора: , Е ы Ал 
> к Ст ‘`аточно велико, могут ооразв. 
ах, етный каркас по всей толще цито 
И Еелесовенно, что в связи с этим промежуточным ты 
ментам приписывали прежде всего скелетную, о 
цию. Однако оказалось, что клетки могут сохранять р: 
му и подвижность и без этой системы. Кроме того, во ке. 
митоза у многих объектов наблюдается концентрация проеме 
жуточных филаментов у ядерной оболочки к моменту ее р 
борки. Восстановление промежуточных филаментов У дочерних 
клеток также начинается от ядерной оболочки. 

В свете этих данных представляется вероятным предполо- 
жение, что промежуточные филаменты не столько выполняют 
скелетную функцию, сколько обеспечивают интеграцию трех 
основных систем клетки — поверхностного аппарата, цитоплаз- 
мы и ядра. Такую же роль, по мнению некоторых исследова- 
телей, промежуточные филаменты играют и в процессах диф- 
ференцировки клеток. 

Семейство генов, кодирующих основные белки промежуточ- 
ных Ффиламентов у позвоночных животных, характеризуется 
значительной эволюционной пластичностью в отличие от генов 
актиновой и тубулиновой систем цитоскелета. Возможно, эта 
всобенность системы промежуточных филаментов не случайна 
и определяет ее сложную и важную роль в жизнедеятельности 
эукариотных клеток. В связи с этим в настоящее время на 
специализированных клетках позвоночных животных ведутся 
работы по выяснению молекулярно-генетических механизмов 
регуляции синтеза белков промежуточных филаментов. 

Существенную роль в понимании общецитологического зна- 
чения системы 10нм-филаментов должны сыграть и пелена-. 
правленные сравнительно-цитологические исследования на пи- 
роком круге объектов. Как уже говорилось, существуют дан- 
ные о наличии этой системы у беспозвоночных животных и у 
некоторых одноклеточных. Так, рассмотренные выше струк- 
турные белки ресничек и жгутиков в функциональном плане 
аналогичны системе промежуточных филаментов животных 
клеток. Кроме того, в периферических микротрубочках ресни- 
чек в качестве сопутствующих элементов обнаружены микро- 
фибриллы из особого белка тентина (47, 51, 55 кДа), гомоло- 
гичного виментину и десмину. Таким образом, можко пред 
положить, ЧТо система промежуточных филаментов столь же | 
древняя, как и другие системы цитоскелета. Однако в связи @' 
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‚обым функциональным значением этой системы в различных 
с `иотных клетках она представлена в разной степени. 

МЕ вмз важным признаком рассматриваемой системы явля- 
стся строго специфичная экспрессия генов, ответствениых за 
синтез белков промежуточных филаментов в специализирован- 
ных клетках позвоночных животных. Эта специфическая экс- 
прессия сохраняется в злокачественных клетках и может быть 
использована в медицинской практике в качестве диагности- 
ческого признака. Так, при возникновении метастазов иногда 
бывает нелегко установить из какой ткани образовалась пер- 
вичная опухоль, которая впоследствии метастазировала, а это 
может иметь значение при выборе метода лечения. В таких 
случаях иммунохимическими методами с помощью антител к 
белкам промежуточных филаментов определяют тканевую при- 
надлежность последних. 

Система «тонких» (Йпе) филаментов. Помимо трех рас- 
смотренных выше универсальных систем цитоскелета сущест- 
венное значение для понимания общих принципов его органи- 
зации имеет система так называемых «тонких» филаментов, 
диаметром 2—5 нм. Структурные компоненты этой системы ге- 
терогенны по составу и функции и различаются по происхожде- 
нию. Они описаны у сравнительно небольшого числа объектов и 
еще слабо изучены. Таким образом, объединение их в отдельную 
систему цитоскелета на основании сходства диаметра фибрилл в 
значительной мере условно. Столь же условно и выделение в 
этой системе трех типов филаментов: 1) сократимые филаменты, 
2) связующие элементы цитоскелета — «линкеры», 3) филамен- 
ты, образующие эластичную решетку в саркомерах попереч- 
но-полосатых мышц. 

Структуры первого типа обнаружены У ряда низших эука- 
риот. Так, у двух групп простейших (РегИгева, Наегойсва) 
давно описаны фибриллы диаметром и нм; у сувойки Уог- 
исеПа они располагаются по продольной оси стебелька и обес- 
печивают его спиральное скручивание, оставаясь при этом пря- 
мыми. Эти фибриллы, образованные белком спазмином 
(20 кДа), получили название спазмонем. Для их сокращения 
необходимы ионы Са?Рт и не нужна АТФ. У брюхоресничных 
инфузорий имеются субпелликулярные пучки тонких филамен- 
тов диаметром 3—4 нм — мионем, которые также могут спи- 
стейшего, Белок миовем в числе поокРащению тела про- 
му же типу филаментов оч о олень 
ничек ряда видов водорослей и и Рориюые НИД 
он сок и некоторых жгутиконосцев, ко- 
а ето ка ыы о ма и сжимаются. Предпо- 
оО бны м бек, озразованы особым сократимым 
тересная разновидность ре массой 20 кДа. Ин- 
 Ружена х филаментов первого типа обна- 

У солнечника Зфуспо]опсве. В основании каждой аксо- 
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Одни Расположены пучки филаментов диаметром около 3 н 


мо ОРые и обеспечивают движение аксоподии путем поперь, 
г скручивания и выпрямления. Биохимический Соста 
о Филаментов пока не известен. 


Ще одна разновидность тонких сократимых фибрилл 06. 
Наружена в спермиях нематод, лишенных жгутиков и перемь, 
Щающихся с помощью псевдоподий. Для этих клеток характе,. 
НО отсутствие всех трех цитоскелетных систем: в них не выяр. 
ляются НИ актиновые микрофибриллы, НИ микротрубочки, Н 
промежуточные филаменты. Тонкие филаменты спермиев ве. 
матод состоят из белка, представленного тремя полипептидами 
по 15 кДа и непохожего по свойствам ни на спазмин, ни на 
белок корневых нитей. 


й 


9 


Рис. 17. Взаимосвязь основных компонентов цитоскелета. 


1 — микрофиламенты, 2 — микротрубочки, 3— промежуточные филаменты, 


4 — спектрин, 
5 — белки МАР-2, 6 — плектин, 7 — тонкис филаменты. ы 


Вторую группу тонких филаментов составляют структуры, 
представляющие собой связующие элементы цитоскелета — 
«линкеры» (рис. 17). Эти филаменты были обнаружены в 
псевдоподиях фораминифер, где они как бы сопровождают 
микротрубочки по всей длине псевдоподии, образуя связки ме 
жду ними. Позднее такие структуры были выявлены в митоти- 
ческом аппарате некоторых водорослей. В профазе они распо?. 
ложены диффузно, а в прометафазе собираются вблизи кин. 
тохорных участков хромосом. Некоторые авторы приписывают 

им существенную Роль в аккумуляции сил натяжения, обеспе 
чивающих движение хромосом в анафазе А (подробнее см. к 
же). В культивируемых 1 уЙго клетках при особых условия?’ 


обработки детергентами, с помощью высоковольтной ультрамик- 
роскопии удается наблюдать густую сеть тонких фибрилл диа- 
метром 2,5—3 нм, пронизывающую всю цитоплазму и описан- 


ную под названием микротрабекулярной решетки. Однако до 
сих пор не удалось выделить белки, входящие в состав этой ре- 
шетки, и многие исследователи склонны считать ее артефактом 

Третью группу тонких филаментов составляют структуры, 


представляющие собой как бы основу саркомера поперечно-по- 
лосатых мышц. В максимально растянутых саркомерах выявля- 
ются многочисленные тонкие, параллельно расположенные фи- 
бриллы, идущие от одного /-диска к другому. Особенно отчет- 
ливо они ВИДНЫ в Тех участках саркомера, где заканчиваются 
миозиновые протофибриллы. Тонкие филаменты понеречно-поло- 
сатых мышц представляют собой структуры диаметром 4—5 нм, 
образованные высокомолекулярным белком — коннектином, или 
титином (1000 кДа). Предполагают, что эти структуры не толь- 
ко формируют эластичную решетку в саркомере, но и создают 
пассивное напряжение при растягивании мышцы. Тигиноподоб- 
ные белки обнаружены в эритроцитах, лейкоцитах, яйцеклетках 
морского ежа, но соответствующих им фибрилл в этих клетках 
выявить пока не удалось. Немышечные титины найдены также 
у миксомицета РВузагит ро[усерва]ит, где выявляется и систе- 
ма филаментов диаметром 2—3 нм. 

Итак, за недостатком информации, мы должны довольство- 
ваться весьма условной классификацией тонких филаментов, 
тем более что многочисленные структуры подобного типа выяв- 
лены у беспозвоночных (главным образом протистов) морфоло- 
гическими методами и все еще ожидают биохимического анали- 
за. Дальнейшие сравнительно-цитологические исследования не- 
сомненно внесут ясность в эти вопросы и приблизят нас к по- 
ниманию роли данных структур в целостной системе цитоске- 
лета. 


2.2.3. НАДМЕМБРАННЫЕ СТРУКТУРЫ 
ПОВЕРХНОСТНОГО АППАРАТА 


Надмембранные структуры как эукариотных, так и прока- 
риотных клеток весьма многообразны по химическому составу, 
взаимоотношениям с плазматической мембраной и функциональ- 
ному значению. Первичное и основное назначение надмембран- 
ных структур — это осуществление взаимодействия клеток с 
внешней средой или с другими клетками, т. е. реализация пер- 
вых этапов рецепции в широком понимании этой функции. Од- 
нако в процессе эволюции и у прокариот, и у клеток эукариот 
надмембранные структуры стали играть важнейшую роль в реа- 
лизации различных специфических функций: тургорной, механи- 
ческой, локомоторной, функции «ловушки» ионов, структурной 
организации ферментов и т. д. 
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окариот. У эубактерии эта. 
Надмембранные структуры ПРО ь 
Д. бранн ру ой стенкой, специфика органи. 


мт 7х ;т т? » г а ‚мат Ч] 
структуры представлены клето 

ИИ | “ лля подразделения их на две не. 
зации которой служит ОСНОВОЙ ДЛЯ подразделения И 2. А Не 


таксономические группы (грациликутные 2 арена рвы > 
мы) и коррелирует с очень большим числом > ор‹ рае 2 
Нальных, метаболических и генетических признаков. ря т т 
стенка прокариот является, по существу, ее. к 
органоидом, выведенным за пределы ре с. 
значительную долю метаболической нагрузки клетки. 


У фирмикутных бактерий (рис. 18, А) клеточная стенка уст- 
роена относительно просто. Непосредственно к цитоплазерьаа 
ской мембране прилегает жесткий муреиновый слои. Муреин, 
или пептидогликан, — это сополимер ацетилглюкозамина и аце- 


тилмурамовой кислоты с поперечными олигопептидными сшив- 
ками. Не исключено, что муреиновый слой представляет собой 
сдиу гигантскую молекулу-мешок, обеспечивающую ригидность 
клеточной стенки и ее индивидуальную форму. В тесном кон- 
такте с муреиновым слоем находится второй полимер стенки 
фирмикутных бактерий — тейхоевые кислоты. Им приписывает- 
ся роль аккумулятора катионов и регулятора ионного обмена 
между клеткой и окружающей средой. Наконец, наружные слои 
клеточной оболочки образованы белком в комплексе с липида- 
ми. У многих видов бактерий обнаружен ригидный слой поверх- 
ностных белковых глобул (5-слой), форма, размер и характер 
расположения которых специфичны для вида. Внутри клеточ- 
ной стенки, а также непосредственно на ее поверхности помеща- 
ются ферменты, расщепляющие субстраты до низкомолекуляр- 
ных компонентов, которые транспортируются через цитоплазма- 
тическую мембрану внутрь клетки. Здесь же находятся фермен- 
ты, синтезирующие внеклеточные полимеры, например капсуль- 
ные полисахариды. Полисахаридная капсула, снаружи обвола- 
кивающая клеточную стенку ряда бактерий, не обязательна для 
жизнедеятельности клетки. Она имеет в основном частноприспо- 
собительное значение, например обеспечивает прикре 
ток к илотным суб инт = 
ные вещества и - ие Ш с боТорые минералы 
‚) 
р рованию. у енных форм препятствует их фагоцити- 
Клеточная стенка фирмикутных бактерий играет роль 
кулярного сита, избирательно осуществляя пассивный р 
порт ионов, субстратов и метаболитов. Наконец ов транс- 
стки клеточной стенки тесно ассоциированы с  циТОп м ^ 
ской мембраной в зоне прикрепления нуклеоида есь 
ную роль в его репликации и сегрегации ^^" ИГРают важ- 
По сравнению с фирмикутными формами к 
грациликутных эубактерий более сложно 
логическое значение несравненно шире. Н 
располагается вторая белково-липи 
в состав которой входят липопо 
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Рис. 18. Строение клеточной стенки фирмикутных (А) и 


1 плазматическая мембрана; 2 — пептидогликаны: 
риплазматическое пространство; 7 — белки 


уч у ' ® } поверхиости ` 
липопротеины: РВ к я периплазматического про транства: ы аа | В ригидный $. лой; а 
, 9 липополисахариды; 12 — порины; 13 — ось, 14 —крюк и /5 74 = а те м ;} | чи - Ч наружная мем Ор на: 10 зв 
жгутика, образованная молекулами фл геля! . ИКА | 18 кольца; 19 иск М Ж) НИТЬ 

_ тат и х | о 


грациликутных (6Б—Г) бактерий. 
3 — тейхоевые кислоты: 4—6 
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лки наружной 


в > че 
связана с муреином сшивками из молекул липопротеина. Эта 
мембрана отличается от обычной и наличием уникальных бел. 
ков — поринов, участвующих в пассивном транспорте низкомо- 
лекулярных веществ, что позволяет наружной мембране гра. 
циликутных бактерий (так же как клеточной стенке фирмикут- 
ных) итрать роль молекулярного сита. Липополисахариды на. 

ружной мембраны обеспечивают иммуноспецифичность клетки 

И отвечают за первые этапы взаимодействия клеток друг с 

другом и паразитами прокариот — бактериофагами. 
Пространство, ограниченное наружной и цитоплазматиче- 

ской мембранами, носит название периплазматического и яв- 
ляется уникальной принадлежностью грациликутных бактерий. 
З нем локализуется целый набор ферментов — фосфатаз, гид- 
ролаз, нуклеаз и т. д. Они расщепляют сравнительно высоко- 
молекулярные питательные субстраты, а также разрушают соб- 
ственный клеточный материал, выделяемый в окружающую 
среду из цитоплазмы. В известной степени периплазматическое 
пространство можно уподобить лизосоме эукариот. В зоне пе- 
риплазмы оказывается возможным не только максимально эф- 
фективное протекание энзиматических реакций, но и изоляция 
от цитоплазмы соединений, представляющих угрозу для ее 
нормального функционирования. У бактерий, обладающих спо- 
собностью к активному движению за счет жгутиков, клеточная 
стенка является компонентом локомоторного механизма (рис. 
т. В, Г). 

Надмембранные структуры прокариот могут значительно 
варьировать по составу. Так, компонентом клеточной стенки 
некоторых архебактерий является псевдомуреин (в отличие от 
муреина большинства видов), у других архебактерий в клеточ- 
ной стенке обнаруживаются гетерополисахариды и т. д. Одна- 
ко все эти разнообразные соединения образуют сходную в мор- 
фофункпиональном отношении структуру, чрезвычайно важную 
для жизнедеятельности клеток. Надмембранные структуры ха- 
рактерны для огромного большинства прокариотных организ- 
мов; отсутствие же этих структур (как у микоплазмы, некото- 
рых термоацидофильных архебактерий и т. д.) является ре- 
зультатом вторичной редукции. 

Надмембранные структуры эукариотных клеток. Все мно- 
гообразие надмембранных структур эукариотных клеток можно 
разделить на две основные категории: собственно надмембран- 
ный комплекс (или гликокаликс) и производные надмембран- 
ного комплекса (или сложные надмембранные структуры). 

Гликокаликс,или собственно надмембранный комплекс, по 
структурно-функциональным особенностям ‚можно подразде- 
лить на несколько разновидностей. К первой относится глико 
каликс, в состав которого входят периферические белки мем- 

браны, углеводные компоненты мембранных гликолипидов к 

®  гликопротеинов, а также рабочие части интегральных белков, 
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е одним &а-спиральным гидрофобным 
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р бран 
якоренных в М@М 
участком (рис. 19, А). 
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Рис. 19. Организация надмембранного комплекса. 


> - не атическая 
А — эукариотная клетка, Б— область холинургического синаиса. /!-— плазм 


г 103 3) - _ ри 
| мембрана; 2, 3 — углеводные компоненты гликопротеинов (2?) и ярче ‚ 
адсорбированный гликопротеин; 5 — ганглиозиды в симаптической ще 


Гликокаликс максимально развит в клетках мета- и прото- 
зойных организмов, имеется он и у клеток растений. Находясь 
в непосредственном контакте с внешней средой, он играет 
вижную роль в рецепторной функции поверхностного аппара- 
та клеток. 

Углеводный компонент гликокаликса помимо участия в ре- 
цепции может выполнять разнообразные специальные функ- 
ции. Так, в поверхностном аппарате эритроцитов млекопитаю- 
щих мощно развитый углеводный компонент интегрального 
гликопротеина — гликофорина — необходим для создания от- 
рицательного заряда на поверхности эритроцитов, что препят- 
ствует их агглютинации. 

пре- и постсинаптической мембранах нервных клеток 
имеются в больших количествах специфические ГЛИКОЛИПИДЫ — 
ганглиозиды, углеводные компоненты которых, составляя ос- 
новную часть гликокаликса, занимают почти всю синаптиче- 
скую щель (рис. 19, Б). Предполагается, что эти углеводные 
_ компоненты участвуют в п 


долговременной памяти. Наконец, мощно развитый гликока- 


_ ЛиКС сслевых клеток и клеток реабсорбционных отделов эпи- 


ре" 


_ различные функции. Большинство белков, рабочая часгь кото- 


_  цепции. 


_  изводящиес 


придающими клетке «своё лицо». Это оказывается ВОЗМОЖНЫМ 
благодаря чрезвычайному разнообразию химических связей в 
молекулах углеводов, что приводит к возникновению много. 
численных вариантов углеводного «рисунка» поверхности. Для 
каждой клетки этот рисунок весьма специфичен и не является 
нолностью идентичным даже у клеток однородной по проис- 
хождению популяции. На этом основано, в частности, «узнава- 
ние» клетками друг друга в опытах С размельчением губок 
ен видов до отдельных клеток и последующей реассоциа- 
х: воссоединялись адлежащие к данно- 
му виду. ая Е Ее ата В ана 
ультаты наблюдались ых 

опытах по диссоциации разных эмбриональных зачатков. 
Белковые компоненты гликокаликса также могуг выполнять 


ых входит в состав гликокаликса, играют важную роль в ре- 


Примером таких белков служат специфические рецепторы 
В-лимфоцитов — иммуноглобулины, молекулы которых закрен- 
лены в мембране одним гидрофобным участком, а рабочая, ва- 
риабельная часть молекулы, несущая антигенные детерминан- 
ты, находится в надмембранной области. В составе гликока- 
ликса в основном сосредоточиваются и рабочие части других 
рецепторов надсемейства иммуноглобулинов, рецепторов к гор- 
монам, к белкам клеточной адгезии и др. (см. ниже). 

Белковые компоненты гликокаликса могут выполнять и 
другие функции. Например, в мембране микроворсинок кишеч- 
ного эпителия заякорены белки, представляющие собой фер- 
ментативные комплексы, участвующие в процессах пищеваре- 
ния. Их функциональная часть также входит в состав глико- 
каликса. Они прочно связаны с мембраной. Для того, чтобы 
разрушить эти связи, необходима обработка столь сильно дей- 
ствующим агентом, как трипсин. 

Надмембранные структуры поверхностного аппарата, встулая 
в контакты с соседними клетками и межклеточными структура- 
ми, могут выполнять также функции стабилизации интеграль- | 
ных белков в жидкостной липидной фазе плазматической мем- 
браны. Е р 

Характерной особенностью гликокаликса многих исследо- 
ванных клеток является высокая скорость обновления. Этим 
обусловливаются большая функциональная и филогенетиче- 
ская пластичность системы поверхностных структур, а также | 
можность генетического контроля за ними при изменений | 
клетки среды. ы 
разновидности гликокаликса относятся струк. 
рых помимо перечисленных выше компо’. 

одят какие-либо адсорбированные соединения, не про”. 
ВЫ самой клеткой. Такие структуры не очень широ”. 
я анены и характерны, по-видимому, преимуще =. 
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играет важную роль В ня и и подго 
сти пищеварительного тракта ке окислот, дипе 

трансмембранного транспорта в виде ее. , 

жирных кислот и других простых соедин в те структур, ад- 

Иную функцию несут белки надмем ран ава 

сорбируемые из крови на гликокаликсе отростков — а 

специализированных эпителиальных клеток, одного в 

ных компонентов фильтрационного аппарата мочевых Ка 

цев почек (рис. 20, В, Г). Здесь этот белковый слой играет 

| роль последнего фильтра на пути первичной мочи из плазмы 
крови в нолости капсулы нефрона. 
т Еще одной разновидностью гликокаликса, или собственно 
ю  надмембранного комплекса являются системы, в состав кото- 
рых входят структуры, производящиеся самой клеткой, но не 
сохранившие структурной связи с мембраной. Примером таких 
структур может служить адгезивный белок фибронектин. Роль 
фибронектина и подобных ему белков в жизнедеятельности 
клеток будет описана ниже. 

Особая категория надмембранного аппарата эукариотных 
клеток — это производные надмембранного комплекса, или 
сложные надмембранные структуры (рис. 21). К ним относятся 
клеточные стенки растений и внеклеточные образования кле- 
Бртаные  ^ организмов (например, кутикулы). з 
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рис. 20. Надмембранный комплекс микроворсинок кишечного эпителия и 


и отростков подоцитов почки млекопитающих о в зафиксированных 


сохранения (В) и с сохранением (Г) адсорбированных белков. 


омпоненты 
ки, 2 — частицы пищи в полости кишки, 8 — углеводные К ерменты — 


оворсин — 
г о и гликопротеинов мембраны, 4 — плазматическая мембрана, ан 
К пищеварения, 6 — периферические белки, 7— базальная ме , 
пристен цитоплазма клеток, 9 — адсорбированные белки. 
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] рн | Интересно, что в состав полимерных молекул 

ных ЖИВОТЕ териального муреина входит один и тот же моно- 

и ированный глюкозамин. Количество таких при- 

этерифици растет по мере детализации химического 
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Один из общих принципов структурно-химическои органи- 
зации этих образований — наличие сложного каркаса ИЗ па- 
раллельно расположенных фибрилл и волокон, связанных по- 
перечными перемычками ее =); промежутки между КОМ- 
понентами каркаса заполняет аморфный матрикс. Роль кар- 
каса чаще всего выполняют полисахариды типа хитина и цел- 
люлозы. В состав матрикса у животных входят белки, а у рас- 
тений — пектины, гемицеллюлозы и инкрустирующие вещества. 
Достаточно широко распространены и обратные отношения, ко- 
гда каркас построен из специальных склеропротеинов, а в ро- 
ли заполнителя выступают кислые мукополисахариды и глико- 
протеины. Именно такой принцип лежит в основе построения 
кутикулярного эпителия полихет и механических скелетных 
тканеи позвоночных животных (рис. 21, Г). 

Другой особенностью надмембранных структур рассматри- 
ваемого типа является то, что их формирование и деятельность 
находятся под постоянным контролем со стороны клеток. Та- 
че у различных эукариотных клеток осуществляется 
м ь а биологический смысл его во всех случаях, 
и ых и: тот же — обеспечить максимальную приспо- 
в ее ани ‘структур к конкретным условиям 
ших растений в“ клеток. Так, клеточная стенка выс- 
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полисахарида из ти уществляют полимеризацию данного 
рилл зависит от распол харидов. При этом ориентация фиб- 
СКИХ слоях цитоплазмь ожения микротрубочек в перифериче- 
пельно микротрубочка : фибриллы целлюлозы лежаг парал- 
Кулярный механизм по (рис. 21, А, Б). Аналогичиый моле- 
‘ИКулярных эпител действует, по-видимому, и в клетках ку- 
„ротеиново ИЛИ Же артроподного типа при синтезе хитина, 
ро компоненты ч+ ициновой основы кутикул. Полисахарид- 
к. арате Гольджи рее стенки растений синтезируются в 
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Наконец, в некоторых случаях целые участки ци- 


ая С клеток как бы перерождаются и полностью включа- 
231 


ыы в состав клеточной стенки. Это явление в какой-то степе- 
=> жно уподобить апокриновой секреции. 
г. измов образования клеточной стенки 


Лабильность Механ : ам уе 
особенно четко выявляется при деиствии ПЕЕоторых хормовт 
Например, гормон кинетин ингибирует ля жение клеток, под 
сго влиянием меняется ориентация микротрубочек цитоплазмы 
и соответственно фибрилл целлюлозы клеточной стенки, что И 
изменяет ее механические свойства. Обратное действие оказы- 
вает гиббереллин, стимулирующий растяжение клеток. Под его 
влиянием также меняется ориентация микротрубочек и вслед 
за ними целлюлозных фибрилл клеточной стенки, что оолегча- 
ет растягивание клетки в нужном направлении. Наконец, на- 
иболее существенные изменения клеточная стенка высших рас- 
тений претерпевает под влиянием ауксинов. В результате их 
действия происходит активация протонных помп, вмонтирован- 
ных в плазматическую мембрану растительных клеток. Это 
приводит к повышению концентрации водородных нонов В об- 
ласти клеточной стенки, что, в свою очередь, вызывает акти- 
вацию гидролитических ферментов, содержащихся в клеточной 
стенке в латентной форме. Под действием ауксинов разруша- 
ются компоненты клеточной стенки, она значительно «разрых- 
ляется», что обеспечивает клеткам растений возможность рос- 
та в длину. 

Аналогичные механизмы клеточного контроля за деятельно- 
стью надмембранных структур обнаружены у прокариотных 
клеток. Так, у одного из видов бактерий процесс разрушения 
старой клеточной стенки при делении обеспечивается работой 
по крайней мере четырех систем гидролитических ферментов, 
находящихся в клеточной стенке в латентном состоянии. При 
делении клеток происходит закономерная и строго последова- 
тельная активация этих систем, что и приводит к постепенному 
разрушению и слущиванию старой («материнской») оболочки 
бактериальной клетки. 

Сложные системы клеточного контроля над внеклеточными 
структурами имеются и у клеток кутикулярных эпителиев и 
интерстициальных тканей некоторых многоклеточных живот- 
ь Эти вопросы подробно рассматриваются в курсе гистоло- 
абраныых < ость клеток. Воздействия производ- 
востного аппарата с а на рецепторную систему поверх- 
с И твенно влияют и на поведение клеток, 
ана ференцировки. Такие данные удалось по- 
ультивируемых ш УИго механоцитах позвоночных 


и в опыт 
тах с клетками эмбриона олробнее 
см. ниже). р льных зачатков (подр 


71 


КИМ образом, реальные отношения между клетками и 06. 


и 1зуемыми ими внеклеточными структурами могут носить х 
рактер не одностороннего клеточного контроля, а настоящеи 


тесного взаимодействия. 


2.3. ЕДИНСТВО СИСТЕМ ПОВЕРХНОСТНОГО АППАРАТА 
В РЕАЛИЗАЦИИ ОСНОВНЫХ КЛЕТОЧНЫХ ФУНКЦИЙ 


2.3.1. РЕЦЕПТОРНАЯ ФУНКЦИЯ 


Рецепторная функция — одна из главных, универсальных 
ция всех клеток функций поверхностного аппарата. Она опреде. 
Яет взаимоотношения клеток с внешней средой и соседними 
клетками и лежит в основе таких явлений, как различные так. 
сисы свободноживущих клеток, оплодотворение, морфогенез, 
дифференцировка и т. д. | 
Все проявления рецепторной функции определяются наличи- 
см в поверхностном аппарате клеток разнообразных рецепторов, 
которые запускают целый ряд сложных процессов, обусловлива- 
ющих те или иные изменения поведения клеток или внутрикле- 
точного метаболизма. Существование рецепторов (и в первую 
очередь хеморецепторов) в плазматической мембране клеток по- 
стулирсвалось уже в начале ХХ в. на основании простых цито- 
физиологических и протозоологических исследований (рис. 22). 
Нарушение нормальной рецепции, утрата или видоизменение ре- 
цепторов клеточной поверхности являются одним из признаков 
малигнизации — злокачественного перерождения клеток много- 
клеточных организмов. 
°— При исследовании рецепции в настоящее время стремятся ис- 
льзовать достаточно широкий круг объектов, включая не толь- 
еточных эукариот, но и прокариот, что позволяет при- 
к выяснению общих закономерностеи организации ре- 


дификаций у клеток разного уровня дифферен- 
ТЕР: 


7, 


от. Одним из аспектов исследования 
яется анализ молекулярного механиз- 
(рис. 23). 

в пространстве происходит при по” 
то которых вмонтировано в Кл“ 
— флагелла — представляет © 
елка флагеллина (рис. 18, р 

‘а против часовой стреле 
‚ обеспечивает прямолине 


г и й оцессы хемотаксиса — направленного перемещения 
_ диров 


ительно источника раздражения. В случае положительного 
ото” увеличивается время прямолинейного движения бакте- 


‚лиса 
“КС зеньшается количество и продолжительность кувырканий 
ис Анализ механизмов регуляции хемотаксиса ноказал, 


$ месте. р 
к се осуществляет система рецепторов и белков-переносчиков, 
47 } -. 


находящихся В периплазматиче- 
ском пространстве и в плазмати м. 
ческой мембране рие 29 Г). 
Первую группу рецепторов со 
ставляют растворимые белки пс- 
иплазматического пространства. 
Они же используются и в транс- 
порте веществ через плазматиче- 
скую мембрану. Задействованные 
рецепторы периплазматического 
пространства взаимодействуют с 
одним из трех белков, вмонтиро- 
ванных в плазматическую мем- 
брану и получивших название ме- 
тилакцептирующих белков хемо- 
таксиса (МБХ) Т, Пи Ш клас- 
сов. Активация этих белков при- 
водит к выделению веществ, вы- 
зывающих вращение основания 
каждого жгутика против часовой 
стрелки и, следовательно, прямо- 
линейное перемещение бактерии 
к стимулирующему агенту (рис. 
23, Б). Однако через некоторое 
время происходит метилирование 


2 


ыы —ж——- 


Рис. 22. Схема работы рецепторов кле- 
точной поверхности по П. Эрлиху. 


А — клетка с незадействованными рецептора- 
ми (1), Б — задействованне одного из рецеп- 
торов специфичным для него агентом (2), В — 
специфический ответ клетки — выделение се- 
-* крета (3). 


МБХ, резко снижающее мощность сигнала. Для поддержания 
направленного перемещения необходимо снова стимулировать 

ВХ задействованными рецепторами периплазматического про- 
СТранства. 


В функционировании этой системы отчетливо проявляется 
сдинство всех частей поверхностного аппарата прокариот. Меха- 
пизм регуляции работы белковых рецепторов при помощи мети” 
«ирования, по-видимому, достаточно универсален, еЫ Е: 
Ходные процессы имеют место в хемотаксисе водорослен, 
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_ субстрату не сразу, а лишь претерпев ряд характерных 1! 


также при регуляции хемотаксиса у нейтрофилов (при перем, 
щении к очагу воспаления). | 


Рис. 23. Схема предполагаемого механизма хемотаксиса бактерий. 


А, Б — направленное перемещение бактерий; В, Г — вращение бактерий на месте. ол. 
<тыми стрелками показано направление движения бактерии, пунктирными — направл 
ние вращения жгутика. 1 — плазматическая мембрана, 2 — периплазматическое про 
странство, 3 — наружная мембрана, 4 — жгутик, 5 — рецептор, 6 — лиганд, 5 ок- 
эффектор, 8 — комплекс рецептора с лигандом, 9 — комплекс задействованного рец 
тора с белком-эффектором, 10 — медиатор, 11 — метилированный белок-эффектор. МТ 
метилтрансфераза, МЭ — метилэстераза. . 


Модель культивируемых ш УИго фибробластов. Одним 
модельных объектов для изучения рецепции у зукавась 


чено поведение этих клеток при прикреплении их к субстра! 
и детально проанализированы изменения в субмембранной. 
стеме их поверхностного аппарата. Клетки прикрепляют 
и ты хяеных специфической родни т же п 


и ‚лоподии), которыми как бы о 
24, г 2 ламы. ему у 


| 


| (ламеллоподии), обеспечивающие закрепление на сс 
ис. 24, Б, Д). Лишь после этого клетка уплощае а 
крепляется к субстрату, причем не всей поверхностею ь ее 
ками, расположенными через определенные промежутки (рис. 
`.. 


Рис. 94. Изменение морфологии культивируемых ш уИго клеток в процессе 
их прикрепления (А—Ж) и перемещения (3—К) по субстрату. 
Д—В— общий вид клетки на стадиях образования филлоподий (А), ламеллоподий (Б) 
и полного распластывания (В): Г, ДЬ-— микрофибриллярный аппарат в Ффиллоподиях 
(Г) и ламеллоподиях (Д} прикрепляющихся клеток; Е — ламеллоподия трансформиро- 
ванной клетки (микрофибриллярные структуры отсутствуют); Ж — участок полностью 
распластанной клетки; 3—К — поляризованная клетка (3), ее прикрепленный участок (И) 
и участок в области ведущего края (К). Г[ — филлоподии, 2 — ламеллоподии, 3 — микро- 
фибриллярный аппарат, 4 — ведущий край (ундулирующая мембрана). 


24, В, Ж). Формирование субмембранного фибриллярного опор- 
носократимого аппарата происходит Только В этих участках 


(подробнее см. ниже). Последующее перемещение по субстра- 
Ту осуществляется путем перетекания цитоплазмы и образова- 


НИЯ ундулирующей мембраны на одном из полюсов клетки 

(рис. 24, ВК) микро- 
этих процессах участвуют микрофибриллярная ы р 
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Убочковая субмембранные системы, претерпевающие Нетрь| 
рывные и закономерные структурные изменения. На первом эль. 
пе прикрепления в Тесном контакте с плазматической мемб 
носи формируются актиновые микрофибриллы, после чего на Не. 
котором удалении от мембраны возникает система микротрубь, 
чек. Опыты с использованием ингибиторов микрофибриллярно 
И тубулиновой систем показали, что первая система ответствен. 
На за основные механохимические процессы, обусловливающие 
сложные изменения клеточной поверхности и цитоплазмы. Мик. 
ротрубочковая тубулиновая система в данном случае игра 
организующую роль, придавая клеточным перемещениям на. 
правленный характер. 
Еще в конце 70-х годов на ряде линий культивируемых т 
Уго фибробластов удалось показать, что необходимым усло. 
вием прикрепления этих клеток к субстрату является наличие в 
среде (или, вернее, на дне сосуда) высокомолекулярного бел. 
ка —— глобулина сыворотки крови. Позднее выяснилось, что он 
синтезируется клетками печени и представляет собой сыворо- 
точную форму фибронектина (см. ниже). При отсутствии в сре- 
де этого белка прикрепление фибробластов задерживается до 
тех пор, пока они не выделят достаточного количества фибро- 
нектина «собственного» производства, заменяющего сывороточ- 
ный фибронектин. | 
Ультраструктурный анализ клеточной поверхности показал, 
что в местах прикрепления фибробластов к субстрату фибриллы 
Фибронектина непосредственно контактируют с плазматической 
мембраной, а в субмембранной цитоплазме в этих участках фор- 
мируются структуры из фибриллярного актина. При этом соз- 
давалось впечатление о прямом переходе фибронектина в актин 
или, точнее, их механическом контакте в области мембраны. 
Дальнейшее исследование участков прикрепления клеток к суб- 
страту показало, что взаимодействие надмембранных и субмем- 
бранных структур значительно сложнее. Оказалось, что фибро- 
нектин — один из основных белков клеточной адгезии — у позво- 
ночных существует в двух формах. Одна из них (220—940 кДа), 
солержащая около 5% углеводов, обнаруживается на поверх- 
зости фибробластов (и ряда других культивируемых 1 уйго 
клеток) и представлена по крайней мере двенадцатью варианта: 
ми. Другая форма фибронектина (200—220 кДа) выделяется 
клетками печени и свободно циркулирует в плазме крови. 
Фибронектин в больших количествах содержится в эмбрио" 
нальных тканях. Он обеспечивает не только прикрепление кле” 
ток к субстрату, но и их направленную мигранию в онтогенезе, 
частвует он и в процессах свертывания крови. Наличие фибро" 
нектина на клеточной поверхности является необходимым р 
вием спенифической дифференцировки многих клеток. Без = 
фибробласты не синтезируют или не выделяют коллаген, г 
мышцы утрачивают контрактильный аппарат, а отрост“_ 


| нервных клеток теряют способность 


к закономер1 
ленному росту. рному направ- 


Рис. 25. Строение молекул фибронектина (А) и интегринового рецептора (Б). 


1—3 — центры связывания фибронектина с различными веществами. 


Организация и свойства молекул фибронектина изучены до- 
статочно подробно. Обе формы фибронектина кодируются од- 
ним геном с использованием механизма альтернативного сплай- 
синга. Функционирующая молекула представлена димером, со- 
стоящим из двух одинаковых мономеров, связанных в области 
С-концов $—$-связями (рис. 25, А). Мономеры построены из 
повторяющихся последовательностей трех типов, содержащих 
45 (1), 6 и & 90 (ПТ) аминокислотных остатков, при этом 
повторы Ги И встречаются и в других белках, а П1 специфи- 
чен для фибронектинов. Каждый из мономеров имеет участки 
связывания с гепарином, фибрином, коллагеном и клеточной по- 
верхностью. В повторяющихся участках гомология между фиб- 
ронектинами разных видов млекопитающих достигает 90%. 
Сайт узнавания клеточной поверхности состоит из четырех ами- 
нокислотных остатков: Аго, Су, Азр, 5ег. Он характерен и для 
других адгезивных белков (например, коллагена). Любая заме- 
на в этом сайте, например аспарагина на глютамин ара 
одной метильной группы), препятствует связыванию аи 
клеточной поверхностью. Взаимодействие с клеточно" ОВ 
стью происходит с помощью специальных рецепторов, котОрь 


вание 
_ Имеются у всех клеток позвоночных. Они получили наз 
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ВВ нтегринов и состоят из двух цепей — - и В- (рис. 25, Б) 
Жду ними гомологии нет; процент гомологии между аналог -. 
ными цепями в каждой из четырех существующих Разновиль“ 
стей интегриновых рецепторов составляет 40—504. Все к. 
торы семейства интегринов построены по одному принципу м 
имеют большой наружный домен, в котором, по-видимому ‚ 
цепи участвуют в связывании с молекулой адгезивного с. 
Вторая часть молекулы рецептора — это гидрофобный трансмем! 

бранный домен. Наконец 

третья его часть — неболь, 
шой цитоплазматический До- 
мен, связанный с белком та. 

ЛИНоМ. | 
В наружном домене ре. 

цепторов имеются участки 

связывания с Са?+, гомоло- 
гичные таковым других 
кальцийсвязывающих бел. 

ков. Их взаимодействие с 

кальцием необходимо для 

обеспечения связи с фибро- 
нектином. Фосфорилирова- 

5 . р ние рецепторов приводит к 

. утрате ими сродства и к 

фибронектину, и к талину. 

Последний через винкулин и 

а. 7” особый белок молекулярной 

а: зе: массой 82 кДа связывается 

со структурами, построенны- 

ми из фибриллярного акти- 
на (рис. 26, Б). Рецепторы 

к Ффибронектину участвуют 

в процессах дифференцирев- 

ки клеток; так, у эритробла- 

стов и Лимфобластов они 

имеются, а у зрелых, цирку 
лирующих в крови форм ин" 
тегриновые рецепторы уже 


о вс. слоны кеЬНоГо кон- не обнаруживаются. 
| ра лярном (Б) аи В процессе прикрепления 


эматическая мембрана. 2_Р. клетки рецепторы переме’ 

3 — талиы, 4— тензин, б внкулыы, бы, щаются к местам контакта 

тегриновый рецептор, 7 — фибронектин. с субстратом, образуя дет 

скопления (рис. 26, А). ы 

этих областях обнаруживаются и гликолипиды ганглиозиды, м. 
видимому, также принимающие участие в рецепции фиброн 


де Уи И РР Ш 


: поверхностью, а отдельными ее участками. Эти участки ди- 
сей (—15 нм носят название фокальных контактов, или 
аметро" пластинок (рис. 26). В области фокальных контак- 
ддгеЗт, азуется характерный структурированный цитоскелет, в 
тов 0 которого входят три его основных компонента: микро- 
ост" здярная и микротрубочковая системы и система промежу- 
фен филаментов. Ведущую роль в сборке этого локального 
питоскелета играет, по-видимому, микрофибриллярная система, 
изменения В которой в первую очередь и индуцируются в ре- 
зультате задействования рецепторов к фибронектину. Для нор- 
мального образования фокального контакта необходимы и дру- 
гие компоненты цитоскелета — без их участия формирование 
иикрофибриллярной системы происходит значительно медлен- 
нее. Таким образом, на этом примере мы видим, что все субси- 
стемы поверхностного аппарата — надмембранные структуры, 
мембрана и субмембранная часть периферической гиалоплаз- 
мы — по-разному, но в составе единой системы обеспечивают 
взаимодействие клетки с субстратом. При этом не только клетка 
действует на субстрат, но и субстрат вызывает изменения и в 
цитоскелете, и в поведении клеток в организме. 

Значение взаимодействия субсистем поверхностного аппарата 
для осуществления процессов прикрепления клетки и перемеще- 
ния ее по субстрату особенно ярко проявляется при сопоставле- 
нии поведения культивируемых ш уЙго нормальных и малигни- 
зированных фибробластов. Последние с большим трудом при- 
крепляются к субстрату. Анализ ультраструктуры поверхност- 
ного аппарата малигнизированных клеток показал, что в их пе- 
риферической гиалоплазме отсутствуют организованные микро- 
трубочки и микрофибриллы (рис. 24, Е). Тем не менее, эти 
клетки способны образовывать нормальные опорно-сократимые 
структуры. Выяснилось, что малигнизированные клетки выраба- 
тывают мало фибронектина; если добавить его к среде, то в 
клетках образуется сеть актиновых филаментов, т. е. присут- 
ствие фибронектина является сигналом к сборке сократимых 
структур. Очевидно, что в результате малигнизации происходит 
изменение их рецепторного аппарата, приводящее к нарушению 
пормальных взаимодействий между тремя субсистемами поверх- 
ностного аппарата. А это, в свою очередь, и обусловливает ре3- 
кое изменение поведения клеток. 

Е налогичные закономерности установлены и В поведении 
тел ивируемых ш УЙго нормальных и малигнизированных == 
и клеток. Если нормальные клетки образуют и = 

ан пласт на дне сосуда, в котором они а 
А пока не покроют все дно сосуда, =. р 
и утрачивают способность к и - формируют 

- деления. Они непрерывно размножаютс - 

Орядочные многослойные структуры на дне сосуд т 
тимуляция пролиферации клеток, трансформированн>*, 
с 7% 


пример, онкогеном У—згс (вируса саркомы Рауса) связана Е 
ослаблением клеточной адгезии в результате разрушения мо. 
кальных контактов. Такой же эффект обнаруживается при де 


ствии ростовых факторов на клетки, несущие протоонкоь 


<— гс, очень сходный с онкогеном у—5гс по последовательное 
оснований. Белки, кодируемые этими генами (гс-белки), яв т 


ются рецепторами к ростовым факторам и обладают протеинки. ] 


назной активностью; згс-белки, ковалентно связанные с ЛИТ 


дами мембраны, располагаются с цитоплазматической стороны | 


бислоя и обычно сосредотачиваются в области фокальных кон. 
тактов. В задействованном состоянии они способны фосфорилиро. 
вать ряд белков, в том числе и интегриновые рецепторы, Фо 
форилирование интегриновых рецепторов снижает их сродство и. 
к талину, и к фибронектину, в результате чего и происходит 


разборка фокальных контактов (рис. 97). а 


Разборка фокальных контактов под действием ростового ‹ 


ЗУ : 
ты м — (по: АБемз е.а., 1989). 
= ‚яся действию ростового фактора; Б — клетка пос 
› к ростовому фактору; 2 — лиганд, 8 
пин; 6 — тензин; 7 — винкулин; 8- 
нн; 11 — фосфорилированный 
ный интегриновый рецептор. 
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магглютинина на пиМФОЦиТы периферической крови человека и 
млекопитающих вызывает эффект гак называемой бластотранс- 
формации. При этам лимфоцит превращается в лимфобласт; 
клетка и ее ядро значительно увеличиваются, гетерохроматин 
переходит в эухроматин и происходит ряд других изменений, 
приводящих к делению клеток. 

На эффекте бластотрансформации основано широкое исполь- 
зование лектинов для получения митотически делящихся клеток, 
необходимых, например, при различного рода исследованиях 
хромосом. 

Наиболее широкое распространение в практике эксперимен- 

тально-цитологических исследований получили три лектина: фи- 
тогемагглютинин (ФГА), выделяемый из тканей бобовых расте- 
ний, конканавалин А (Соп А) и лектин \СА (\мПеаЁ сегт ао- 
оийтит) из семян ржи. В настоящее время лектины использу- 
ются и как стимуляторы репродукции клеток, и как маркеры 
олигосахаридных рецепторов мембран. (Так, \СА имеет специ- 
фическое сродство к М№-ацетилглюкозамину и т. д.) 
Действие лектинов на клеточный метаболизм, по всей види- 
° мости, опосредуется через систему С@-белков: уже через 20— 
30 мин после связывания рецепторов с лектинами происходит 
2)—30-кратное увеличение количества циклического ГМФ. Од- 
повременно наблюдается повышение концентрации ионов калия 
в клетке и разжижение плазматической мембраны в результате 
изменения метаболизма фосфатидилинозитов (см. ниже). Одна- 
ко механизмы передачи сигналов с лектиновых рецепторов на 
метаболический аппарат клетки все еще полностью не выяс- 
нены. 

Лектиновые рецепторы имеют весьма широкое распростра- 
нение. Они обнаружены у столь различных объектов, как клет- 
ки позвоночных животных, простейших, миксомицетов. Для то- 
го, чтобы установить точную локализацию этих рецепторов на 
поверхности клеток, лектины предварительно маркируют — свя- 
зывают их или с флуоресцирующими красителями, или с каким- 
либо крупномолекулярным электронно-плотным веществом, на- 
пример гемоцианином. Затем комплексом лектин—гемоцианин 
или лектин-—краситель обрабатывают клетку. Наконец, можно 
связать молекулы разных лектинов (Соп А, ФГА, \ОА) с час- 
тичками коллоидного золота неодинаковой величины так, чтобы 
лектину каждого типа отвечали частицы металла определенно- 
го размера и, обработав этими комплексами клетку, пои 
картину расположения лектиновых рецепторов на поверхност! 
клетки, Е. 

Таким образом, используя разные маркеры, можно наблю- 
Дать локализанию лектиновых рецепторов как на кре 
‚_ №88 фиксированных клетках и под световым, И де т ‚и 
_ НЫМ микроскопом. Правда, при интерпретации И о 
мм способом результатов необходимо учитывать гете]| 
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ктиновых рецепторов и трудности их точной идентифика 
У животных лектины играют важную роль в очистке Кро 
так, лектины мембран клеток печени специфически связывакюл 
с галактозой — концевым остатком асиалогликопротеинов 
торые затем поглощаются гепатоцитами; таким же об = 
удаляются из кровяного русла гликопротеины с концевым к. 
нозо-М№-ацетилглюкозамином, специфически связывающиеся м. 
тинами мембран макрофагов. ы 

С помощью маркирования лектиновых рецепторов на ра 
ных клетках удалось обнаружить универсальное явление — 
рераспределение рецепторов на поверхности клетки (КЭПИНт. 
эффект). Суть его заключается в том, что распределенные ди : 
Фузно по клеточной поверхности лектиновые рецепторы векол. 
после присоединения к ним лектинов начинают образовывать 
многочисленные локальные скопления — пэтчи, которые Затеу 
могут собираться на одном из полюсов клетки, составляя дес, 
крупные агрегаты, или «шапочки» (кэпы). Строго говоря, обра. 
зование крупных скоплений на одном полюсе происходит у кль 
ток, находящихся в суспензии; у распластанных на субстрат 
клеток происходит формирование пэтчей и иногда стягивание 
комплексов лиганд — рецептор в центральную часть клетки. В 
дальнеишем такие шапочки чаще всего сбрасываются клеткой 
вместе с участком поверхностного аппарата. В редких случая 
удавалось наблюдать проникновение конгломератов в клетку 
путем эндоцитоза. 

В ряде случаев кэпинг-эффект может быть обусловлен свое- 
образной агглютинацией свободных участков лектиновых моле- 
кул. Однако у большинства клеток он, по-видимому, представ- 
ляет собой активный биологический процесс, связанный с на- 
правленным перемещением задействованных лектинами рецеп- 
торов — интегральных гликопротеидов мембраны — при помощи 
субмембранной системы поверхностного аппарата клетки. Такие 
данные были получены, например, при использовании агентов, 
разрушающих компоненты цитоскелета: при нарушении стабиль- 
ности этой системы кэпинг-эффект не наблюдается. Об участи 

_цитоскелета в кэпинге говорят и результаты опытов с дно 
_маркированием клеточной поверхности: с помощью флуорес”, 
| антител прослеживалась локализация и лектиновых й 
элементов субмембранной системы, например = и 
ри кэпинге свечение надмембранного и ре 
ентов наблюдалось в одних и тех же СТВ 
е рецепторов обеспечивалось аще: 
субмембранной системы. Кроме иммуно 3# 
но-микроскопических методов 0 твую! 
ов с областью кэпа свидетельс” 
я компонентов цитоскелет*` 
ках показано, что в К? 
‚ “-актинин, спектрин, ы 
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ыы ‘булин и другие компоненты субмембранной системы. 
ны РусНоз1еНит, лишенные миозина, в отличие от кле- 


МУ" икого типа не способны к кэпингу поверхностных рецепто- 
ров: кие факты — это еще один яркий пример проявления един- 
тва всех субсистем поверхностного аппарата в процессе его 

‘икционирования. Ведь в активном шапочкообразовании при- 
нимают участие и олигосахаридный компонент надмембранного 
‘ликокаликса, и интегральные белки мембраны, и наконец, 
опорно-сократимая система субмембранного аппарата. Сшитые 
лигандами мембранные белки взаимодействуют с компонентами 
питоскелета. Однако тонкие механизмы этого взаимодействия 
до сих пор остаются невыясненными. Неясно также насколько 
универсален механизм кэпинга — зависит ли он от типа клеток 
или рецепторов. 


Рис. 28. Перераспределение белков в мембране эритроцита (показано стрел- 
ками) на начальных стадиях элиминации ядра. 


|— плазматическая мембрана; 2 — рецепторы, связанные с периферическим цитоскеле- 
том; 3— «свободные» рецепторы; 4 — ядро; 5 — спектрин. 


Интересные изменения рецепторного аппарата клеток в эри- 
тропоэзе удалось наблюдать с помощью лектина Соп А (рис. 
28). На начальных этапах дифференцировки у гемоцитобластов 
и эритробластов имеется относительно небольшое число рецеп- 
торов Соп А. Затем у полихроматофильных и особенно у э03и- 
нофильных эритробластов количество их в поверхностном аппа- 
рате заметно возрастает. На заключительном этапе дифференци- 
ровки при подготовке к элиминации ядра происходит перерас- 
пределение рецепторов — в этот период конканавалиновые ре” 
цепторы сосредоточиваются в тех участках плазматической мем- 
браны, которая будет удалена вместе с ядром. В остальной же 
се части, составляющей собственно поверхностный аппарат фор- 
мирующихся эритроцитов, количество конканавалиновых рецеп- 
торов резко уменьшается. Клеточные фрагменты, содержащие 
в - | 83 


лиминированые ядра, фагоцитируются макрофагами Краснок 
костного мозга, реагирующими на рецепторы, сконцентрирован. 
ные в плазматической мембране фрагментов эритробластов. 
Таким образом, изменение распределения интегральных 
белков плазматической мембраны в процессе формирования 
эритроцитов имеет вполне определенный биологический смысл. 
Несомненно также, что активное сосредоточение лектиновых ре. 
цепторов в конкретном участке плазматической мембраны про- 
исходит при помощи опорно-сократимой субмембранной систе. 
мы. Подтверждением этому служат данные, полученные марку. 
рованием спектрина флуоресцирующими антителами. На псслед- 
нем этапе дифференцировки эритроцита свечение наблюдается 
лишь по периферии собственно эритроцита; в области плазма- 
тической мембраны, окружающей элиминирующееся ядро, све- 
чения нет. По-видимому, существуют два типа рецепторов к 
Соп А. Одни связаны со спектрином, их немного и они остают- 
ся в клетке при удалении ядра; вторые, более многочисленные п 
не связанные со спектрином, сосредоточиваются в участке плаз- 
_ матической мембраны, окружающей ядро, и удаляются вместе 
© ним. Таким путем клетка (эритроцит), с одной стороны, обо- 
= ется спектрином, с другой — освобождается от ядра. И на 
своеобразном примере проявляется функциональное едик- 
адмембранных структур, плазматической мембраны и суб- 
стемы поверхностного аппарата клеток. 
офункциональной организации субсистем по- 
итрони: в в процессе дифференциров- 


их, но и у гредставн- 

х. При этом + яется боль- 

‘ичность подобного рода изменевий. 
поверхностного аппарата спектрином у ядер- 

ов многих классов позвоночных осуществляется 
‚ его перераспределения, как у млекопитающих, а 


п родолжит‹ ьного и интенсивного синтеза. спект- 
внировки клеток. | 

зависимых) белков. Помимо многообраз- 
оров в плазматической мембране име- 
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ровать аденилатциклазу — следующий компонент си- 
стемы, также локализованный в мембране. Активированная аде- 
илатциклаза переводит АТФ в цАМФ, который связывается с 
регуляторной субъединицей цитоплазматического фермента про- 
`синкиназы А, в результате чего каталитическая субъединица 
фермента может выполнить свою функцию — фосфорилирование 
определенных белков. Таким образом работают так называемые 
стимулирующие рецепторы. Существуют и ингибирующие рецеп- 
торы, которые после получения сигнала через специальные О- 
белки, также меняя конформацию, оказывают ингибирующее 


действие на аденилатциклазу. 


жет активи 


Клеточные 
Реакции —— 


Рис. 29. Схема работы аденилатциклазной системы. 
1] — рецептор, 2 — лиганд, 3$ — С-белок, 4 — аденилатциклаза. Объяснения в тексте, 


Рецепторы описанного типа располагаются в цитоплазмати- 
ческой мембране скелетных мышц, жировых клеток, клеток сер- 
дечной мышцы, кишечника и т. д., регулируя распад гликогена 
и жиров, частоту сокращения сердца, секрецию жидкости и др. 

Другой путь передачи сигнала, при котором также использу- 
ются вторичные мессенджеры — это так называемый фосфати- 
дилинозитоловый путь (рис. 30). 

Начальные этапы этого пути сходны с цАМФ — опосредсван- 
ной трансмембранной сигнализацией. Под действием соответ- 
ствующего сигнала рецепторы плазматической мембраны меня- 
ют конформацию и передают сигнал на С@-белок, который акти- 
вирует расположенный в мембране фермент фосфолипазу С- 
Она гидролизует фосфолипид фосфатидилинозитол-4,5-дифос- 
Фат, локализованный преимущественно в цитоплазматической 

части билипидного слоя. Под действием фосфолипазы из 
Фосфатидилинозитол-4,5-дифосфата образуются два продукта —— 
инозитолтрифосфат, перемещающийся в цитоплазму, н диацил- 
‘лицерол, остающийся в мембране. Диацилглицерол активиру- 

мембранный фермент протеинкиназу С, которая фосфор 
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рует ряд белков, а инозитолтрифосфат освобождает КАЛЬЦИЙ Е 
внутриклеточного депо, в частности из эндоплазматической се. 
ти. Кальций, в свою очередь, принимает участие в Регуляции _ 
целого ряда клеточных процессов. Таким образом действуют 
рецепторы к ацетилхолину (мускариновая рецепция), к факто. 
рам роста, субстанции К ит. д. 


Клеточные 
реакции 


Рис. 30. Схема работы фосфатидилинозитоловой системы. 


1 — рецептор, 2 — лиганд, 3 —С -белок, 4 — фосфолипаза, 5 — фосфатидилинозитолдифос- 
фат (РИР)). 6 — инозитолтрифосфат (/]п5Р.), 7 — диацилглицерол, 8 — протеинкиназа С, 
9 — депо Са?+ . Объяснения в тексте. 


Все рецепторы этого класса передают сигналы через свя» 
зывающие ГТФ @-белки. Имеется интересная разновидность 
С-белков — трансдуцин, работающий в системе зрительного ана- 
лизатора. Расположенный в плазматической мембране палочки 
родопсин («рецептор») под действием светового сигнала акти: к 
вирует трансдуцин, который связывается с ГТФ и, меняя при 
этом свою конформацию, активирует фосфодиэстеразу, которая 
гидролизует циклический ГМФ и «раскрывает» его кольцевую — 
молекулу. Циклический ГМФ поддерживает натриевые каналы. 
мембраны фоторецептора в открытом состоянии, а «‹раскрытый» | 
ГМФ способствует закрытию к | 


ризацию мембраны и возникновение нервного импульса. 
Сопоставляя компоненты э 


молекулы. Все известные С-бе 
стоят из трех субъединиц — а- 
и сходных у филогенетически 
но в ГТФ-связывающих участках). Определенная эволюц 
ная консервативность характерна и для участка, связываюн 


оецепторы. Показано, что точечная мутация в этой области (за 
мена аргинина на пролин) приводит к потере С-белком. В 
ности — он уже не активируется рецептором. 

Однако в составе С-белков есть и раз 
они и определяют некоторую специфичность взаимодействия е- 
пепторов с С-белками. Этот вопрос нуждается в вены 
исследовании, как и вопрос о точном расположенин и взаимо- 
действии субъединиц С-белков в мембране. А 


ЛИЧИЯ. По-видимому, 


2.3.2. ТРАНСПОРТ В МЕМБРАННОЙ УПАКОВКЕ 


Своеобразной и относительно хорошо изученной в структур- 
но-химическом плане разновидностью мембранного транспорта 
является транспорт в мембранной упаковке. Естественно, что 
специфические черты такого транспорта наиболее ярко обнару- 
живаются в тех условиях, когда он играет существенную роль в 
жизнедеятельности клеток (простейшие) или в их специальной 
функции (дифференцированные клетки многоклеточных орга- 
низмов — пищеварительные и секреторные клетки, фагоциты 
идр.). 

Процессы транспорта в мембранной упаковке делятся на две 
большие категории — эндоцитоз и экзоцитоз — в зависимости от 
того, в каком направлении переносятся вещества (в клетку или 
из клетки). 

Эндоцитоз. Так называется процесс поглощения веществ клет- 
кой. В 70-е годы различали три разновидности эндоцитоза: 
фагоцитоз, макро- и микропиноцитоз (рис. 31). Как правило, 
при фагоцитозе поглощаются частички диаметром > | мм, при 
макропиноцитозе — 0,2—0,3 мм, а при микропиноцитозе — около 
70 нм. Суть процесса эндоцитоза — образование при контакте 
с клеткой какого-либо пригодного для поглощения субстрата 
эндоцитозного пузырька, который отшнуровывается от плазма- 
тической мембраны и поступает в клетку, где и сливается с ли 
зосомой (дальнейшие стадии внутриклеточного пищеварения оу- 
дут подробно рассмотрены ниже). 

Эндоцитозный пузырек может образовываться разными сло- 
собами. При фагоцитозе пузырек формируется путем о 
вания фагоцитируемой частички короткими отростками к 

(рис. 351, Б). Естественно, что в этом процессе принимае! "А 
стие не только поверхностный аппарат с его опорно-сократи: 
системой, но и периферические участки цитоплазмы. и 

Макропиноцитоз осуществляется впячиванием пл = 
<кой мембраны в месте контакта с инородным телом ми 


у Ы- 
его отшнуров 
ормирование пиноцитозного пузырька и ранного с0- 


Вание происходят при активном участии и при мак- 
Кратимого аппарата. Однако в отличие от Е ывыия перифе- 
Ропиноцитозе не наблюдается активного перем 


Рической цитоплазмы клетки. 


‚р 


| 
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Процессы фагоцитоза и макропиноцитоза блоки 
биторами дыхания, гликолиза и окислительного ф 
вания, а также веществами, разрушающими микр 


микрофиламенты субмембранной системы, — колхи 
тохалазинами. 


Уются Инги. 
осфорианри 
отрубочки 
ЦИНОМ И Ци. 
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. 31. Транспорт веществ в мембранной упако! 
А пиноцитоз, Б — фагоцитоз, В — раноцито ааа 


=. 
— +. Е 
_ эм 


питозе имеет значение для более совершенного и дифференциро- 
ванного поглощения веществ из внешней среды. 

Микропиноцитоз, или трансцитоз, отличается от двух дру- 
р разновидностей эндоцитоза рядом принципиальных особен- 
постей (рис. 31, В). Во-первых, этот процесс осуществляется в 
осповном плазматической мембраной, без участия субмембран- 
ного аппарата гиалоплазмы. Он не требует затраты энергии и 
не блокируется агентами, ингиоирующими деятельность субмем- 
бранной опорно-сократительной системы поверхностного аппа- 
рата клетки. Однако процесс микропиноцитоза прекращается 
при значительном понижении температуры; это происходит, по- 
видимому, в результате уменьшения степени жидкостности плаз- 
матической мембраны. При микропиноцитозе поглощенные пу- 
зырьки обычно не взаимодействуют с лизосомами, а служат в 
основном для транспортировки веществ с одной поверхности 
клетки на другую. Вероятно, этот процесс нужен для медленно- 
° го прохождения крупных молекул через клетку. Таким путем 

осуществляется, в частности, транспорт веществ через клетки 

эндотелия кровеносных сосудов у позвоночных животных. 
Эндоцитоз, опосредованный рецепторами. Единство струк- 
тур поверхностного аппарата эукариотных клеток, его исклюзи: 
’° тельно важная роль в жизнедеятельности клеток и взаимосвязь 
с метаболическим аппаратом цитоплазмы особенно ярко прояв- 
ляются в процессе эндоцитоза, опосредованного рецепторами, 
’° открытого в начале 80-х годов. Этот тип эндоцитоза представ- 
ляет собой транспорт в мембранной упаковке большой группы 
специфических соединений, для каждого из которых имеются 
свои рецепторы. Он протекает за считанные секунды или мину- 
ты и обеспечивает поступление в клетку или транспорт через 
нее таких веществ, как материнские иммуноглобулины, ряд ПО- 
липептидных гормонов, липопротеинов, железосодержащих бел- 
ков ит. д. (рис. 32). 

Рецепторами для этих веществ служат специальные глико- 
протеины, обладающие одним общим свойством: в задейство- 
ванном состоянии они собираются в кластеры в определенных 
Участках мембраны — ямках, в субмембранном цитозоле кото- 
_ рзется особый белок клатрин. Полимеризуясь, он ме -- 
же Еее «опушение» (или «окаймление») — ен ыы 
мы следствии образуются «окаимленные» (соайе ) ее 
мы везикулы. Участки мембраны с такими субмем Ме 
от 05 т например, у фибробластов в культуре, ы ен 
в рану № их поверхности и имеют 20 им в арину т я 

ан = Они выявлены у многих метазойных Клео етин- 
специализированных структурах, как кровяные 


Ки) и \ —- от во- 
26 У всех мног ьных организмов 
и ногоклеточных растител р ить у безЪ- 


| 
} 
| 


ет Дер до высших растений. Не обнаружены они 
ния ма эритроцитов. и пузырьки 
каймленные», или «опушенные», мембраны | 


Рис. 32. Эндоцитоз, опосредован- 
ный рецепторами. 


А — общая схема процесса, Б-— три- 
скелион клатрина, В — участок струк- 
туры, собранной из отдельных триске- 
лионов. / — лиганд; 2 — рецепторы; 8 — 
клатриновое окаймление эндоцитозной 
ямки; 4 — окаймленный пузырек; 5— 
пузырек, освободившийся от клатрина: 
6 — эндосома (рецептосома); 7 — тран- 
спортный пузырек с лигандом, направ- 
ляющийся к лизосоме (8); 9 — пузырек 
с рециклирующими рецепторами; 10-— 
гяжелые и 11! — легкие цепи отдель- 
ного трискелиона (12). 


имеются не только в области плазматической мембраны, но и 
в раионе аппарата Гольджи (подробнее см. ниже). 
Рецепторы, участвующие в эндоцитозе этого типа, весьма 


Отличаются они и сайтами гликозилирования бел 
Большинство этих рецепторов синт 


с лигандами, или же их задействование 


< ое р: 
оны «окаймленных» ямок. смещение рецепторов в раи- 


Основным субмембранным белком 
«опушение» ямок и пузырьков, являет 


ззеииненсвся 


‚ ЛЮЦ 


ет 


ух формах— свободный мономерный фонд в гиа- 
изованный, в виде «опушения» в комплексе 
Молекула клатрина имеет весьма харак- 
к называемого «трискелиона» — фигуры с тремя 
терны! каждая из которых образована тяжелой цепью клат- 
«ногами, 20 Б, В). Все они соединяются в центре молекулы, 
рина {Р иосборку отвечают концы тяжелых цепей и их прокси- 
участки. Кроме того, имеются и три легкие цепи а- и 
‘типа. Тяжелые пепи молекулярной массой порядка 180— 
190 кДа сходны у филогенетически отдаленных видов, т. е. эво- 
ионно консервативны. Легкие цепи имеют молекулярную 
массу около 30—40 кДа; а- и В-типы легких цепеи существен- 
но различаются. Соотношения легких а- и В-Цепеи в трискелио- 
нах различны, например, в нервных клетках 1<- :28-, в триске- 
лионах ретикулоцитов присутствуют только а-цепи. Легкие цепи 
не участвуют в самосборке сложной молекулы, их конкретная 
роль пока неизвестна. Для легких цепей характерна некоторая 
тканеспецифичность, так, например, в &- и В-цепях нервных кле- 
ток имеются вставки аминокислотных последовательностеи, от 
сутствующих у лимфоцитов. При образовании соответствующих 


иРНК происходит альтернативный сплайсинг. 
Для сборки клатринового «опушения» необходимы дополни- 


ке В ДВ 
и полимер 


С дру’, ВИ ТА 


ЛЬНЫ е 


° тельные белки 50—55 кДаи 100—120 кДа. Белок 50 кДа явля- 


ется субстратом для киназы «окаймленных» пузырьков и сходен 
со вспомогательными МАР-белками микротрубочек. Возможно, 
он способствует взаимодействию «окаймленных» пузырьков с 
микротрубочками или с чистым тубулином. 

Тубулин обнаруживается в «окаймленных» пузырьках в сле- 
дующем соотношении: 22 молекулы а-тубулина и 22 молекулы 
-тубулина на 33 трискелиона клатрина. Такое количество тубу- 
Лина в составе структуры вряд ли можно считать случайным. 
В этих же пузырьках имеется и 18 молекул т-подобного белка 
(50 кДа). По-видимому, дополнительные белки играют регули- 
рующую роль. 

Сборка и разборка клатринового «опушения» ш Уго и, воз- 
можно, 11 У1уо очень зависит от значения рН среды. 
ото оне 
щая» АТФаза (см. ниже). О ия 
Теплов . Он принадлежит к семейству белков 
Ата шока, имеет лауляея массу 70 кДа и обладает 
Ре активностью. Связываясь с клатрином, этот белок не 

у возможности образовывать полимерные структуры. 
с «клатринового» эндоцитоза (рис. 32, А) иногда 
НОСТЬ т возвращение мембраны с рецепторами на поверх“ 
ние, И огОбраниая рециркуляция, или рециклирова- 
ЭТ полной в удьса лиганда тоже может быть разной - 
и - и частичной деградации в лизосомах до транспорт 

У внутрь организма. Подробно эти вопросы будут 


в Ъ} 


га 


обсуждаться в разделе, посвященном мембранным органоильй 
клетки. Эдесь отметим только, что в процессе эндоцитоза, ю. 


средованного рецепторами, имеет место сортировка пОстТупак 


щих в клетку веществ. 
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Рис. 33. Схема процессов экзоцитоза. 


д—Г — последовательные стадии экзоцитоза, Д — экзоцитоз мукоцисты инфузорий: 1 
пузырек; 2 — плазматическая мембрана; 3 — липиды мембраны; у 


“ тегральные и 5— периферические белки мембраны; 6 — содержимое экзоцитозного 
ь зырька; 7 — липидные мицеллы, образующиеся в процессе слияния мембран; 8 — е 14 
ху ибриллярный аппарат; 9 — мукоциста; [0 — правильно ориентированные белковые куд 
в улы на поверхности мукоцисты; 11| — плазматическая мембрана; 12 — розетка д ме 
на плазматической мембране; знойнииы = хо ГВА мукоцисты с плазматическо 
раной. 


Экзоцитоз. Этот процесс, обратный эндоцитозу, обуслов” 
вает транспортировку веществ, заключенных в мембранные ° 


о соетки среду (рис. 33). 06 
ЗЫРР соазом транспортируются различные сек м 
ким ^ ‘одукты экскреции. При типичном м грану- 
15 'цемб аной гранула активно перемещается = и 
ых аппарату клетки благодаря деятельности Рея 
‚системы. В месте ее соприкосновения с плазматической мк 
ве ‚сходит деполимеризация опо - мемори: 
ной Прой б рно-сократимых структу 
в результате чего меморана, окружающая гранулу, может м 
ПИТЬ В непосредственный контакт с плазматической алиной 
клетки. В области контакта осуществляется переориентация ли- 
пидныХх молекул таким образом, что из двух контактирующих 
мембран в конце концов формируется одинарная мембрана Ко- 
торая вскоре разруптается. Мембрана экзоцитозного пузырька 
встраивается в плазматическую мембрану клетки. При этом пе- 
 рераспределяются компоненты субмембранного опорно-сократи- 
мого аппарата и сокращаются микрофиламенты, что и обуслов- 
ливает активное выталкивание содержимого экзоцитозного пу- 
зырька наружу и выравнивание клеточной поверхности на его 
месте (рис. 33, А—Г). Процесс экзоцитоза требует увеличения 
концентрации Са?т в клетке; по-видимому, это связано с тем, 
что Са?+ запускает сокращение микрофиламентов субмембран- 
ного аппарата. 
® Вопрос о том, существуют ли на плазматической мембране 
клеток определенные участки, где локализуется процесс экзо- 
‚ цитоза, далек от окончательного выяснения. Имеются данные, 
’ полученные на простейших, которые свидетельствуют в пользу 
такой точки зрения. Оказалось, что в плазматической мембране 
‚ некоторых ресничных инфузорий есть определенные участки с 
‚ правильным расположением крупных глобул. У мукоцист и три- 
® хоцист инфузорий, подходящих непосредственно к плазматиче- 
ской мембране, т. е. полностью готовых к выведению из клетки, 
на верхней части есть венчик из глобул интегральных белков. 
Именно такими участками и соприкасаются мембраны при кон- 
такте мукоцист или трихоцист с поверхностью клетки. При 
этом сливаются липидные участки плазматической мембраны и 
мембраны муко- ИЛИ трихоцисты, ограниченные интегральны- 
ми белками. По-видимому, здесь для экзоцитоза место заранее 


предопределено (рис. 8 Д). 
При экзопитозе секреторных гранул в тучных клетках позво- 
ночных наблюдается следующее явление: сливающиеся мембра- 
ны (и плазматическая, и мембрана секреторной гранулы) как 
_бы освобождаются от интегральных белков, в месте слияния 


белко ремешщаются В плоскости мем- 
вые ‚лы латерально перем, 3 
во . Интересно отметить, 


раны и «расхолятся» В разные сто 
| лятся; орс и: Я м 
Что эти участки сливающихся меморан обогащены холестер 

^ 

| к “трофи- 
| Еше одиа молифик а отмечается В выра. 
_Лах. Эти клетки способны при определенных умови” : 
6 


ация экЗоцитТо? 


сывать лизосомы в Среду. Существуют по крайней мере дв, 
механизма такого процесса. Один из них запускается малыми 
концентрациями Са?т и связан с активной деятельностью ый 
тин-миозиновой системы цитоплазмы (механизм иИНГИбируется | 
питохалазином). При этом образуются небольшие выросты ци. 
топлазмы, содержащие лизосомы, они отрываются и переходят 
в среду. Второй механизм запускается высокими концентрация. 
ми Са?+, он, по-видимому, связан с деятельностью системы ми. | 
кротрубочек, так как ингибируется колхицином. В этом случае | 
плазматическая мембрана впячивается на Довольно большое. 
расстояние внутрь клетки, туда, где располагаются лизосомы, 
Они контактируют с мембраной и с помощью экзоцитоза вы-в 
водятся наружу. При этом микротрубочки, вероятно, играют! 
направляющую роль. | 
В экспериментах, поставленных на дрожжах и секреторных 
клетках млекопитающих, удалось выяснить некоторые механиз- 
мы регуляции секреции. Так, обнаружены белки, «ответствен- 
ные» за процессы транспорта секреторных гранул в слет 
Оказалось, что они принадлежат к суперсемейству @-белков, 
рассмотренных выше при характеристике рецепторной функций | 
поверхностного аппарата. Подробнее роль этих белков в транс 
_ порте секреторных гранул будет обсуждаться в разделе, посвя 
° щевном мембранным органоидам, здесь же отметим лишь дис 
 кретный характер контроля за транспортными процессами. Не 
ки отвечают за начальные этапы перемещения се 
ЬковВ угие белки обеспечивают конечные | 
оть до слияния их с плазмати: 


ми  - а’ ЕН 


›м круге объектов удалось показат» 
ее х типов выведения веществ из клетки. 
вый из НХ —— 1 называемая стимулируемая секреция 
_ это экзоцитоз, осуществляемый в ответ на стимул, часто вызы`|. 
° вающий повышение концентрации Са?+ и воздействующий, В“ 
° роятно, на С-белки, ответственные за конечные этапы перемеше 

ния секреторных гранул. Второй механизм — это конститутив” 
< 2х секреция — непрерывный процесс выведения веществ, инте!" 
: НЙ которого регулируется в небольших пределах (© 
: _ Доказательством существования стимулируемой секреции #8 
плется стимуляция экзоцитоза аналогами ГТФ и в отсутст, 

‚ Са?+ в нейтрофилах млекопитающих. П ет № 

сто выведение только одного типа х. При этом име к 
зывает на возможност! секреторных гранул, что У\„ 
их ‚в зоэжожвность селективного контроля за процесса”. 
слиянии ран сет 1 
г браной принимают о гранул с плазматическ 
мех й лки (5-100, кальпактин | 4 учеотВВ кальцийсвязываю р 
акк изаимома кальмодулин и др.). Кроме Ио, 

в: ствуют и с фосфолипидами мембр”_ 


= э ^ 5 м 
: рек 
* ету . . 


ра 
ТРЕ в 
г ЗУТЕ2. 

с Е 


На последних этапах экзоцитоза отчетливо выяв 

нтоскелета. Действие цитохалазина стимулирует не =. роль. 
"ом происходит локальное разрушение  убмембранво при 
зибриллярного цитоскелета, вероятно, это необходимо 1 микро- 
альных Условиях, чтобы дать возможность ты нор- 
тировать друг с другом. Антитела к фодрину я ЕРИбрУют Сео 
цию, значит, периферический цитоскелет также играет о 
оль на заключительных этапах экзоцитоза. Блокирует Е - 
вию и колхицин: разрушая микротрубочки, он, вероятно не 

пятствует транспорту секреторных гранул. Г 


2.3.3. ПОСТОЯННЫЕ МЕЖКЛЕТОЧНЫЕ КОНТАКТЫ 


Постоянные межклеточные контакты возникают и приобре- 
тают исключительное значение при формировании тканевых си- 
стем у многоклеточных животных организмов. С общецитологи- 
ческой точки зрения изучение их тонкой организации способст- 
вует выявлению структурно-химической пластичности поверхно- 
| стного аппарата эукариотных клеток и пониманию взаимосвязи 

его отдельных субсистем. Для анализа постоянных клеточных 
‚ контактов используются адекватные и наиболее щадящие элек- 

тронно-микроскопические методы, в частности метод заморажи- 
вания—скалывания. 

Все постоянные контакты общего характера делятся на три 
типа: изолирующие, механические и химические. Основные их 
разновидности можно рассмотреть на примере соединительного 
| комплекса и химических контактов в клетках кишечного эпите- 
‚ Лия млекопитающих (рис. 34). Соединительный комплекс со- 

стоит из послеловательно расположенных контактов типа зон 
слияния, зон прилежания и десмосом. 

Изолирующие контакты. Опыты с использованием межкле- 


| 

’ точных маркеров — крупномолекулярных веществ, заполняющих 

межклеточные пространства, но не проникающих в клетки (гид- 
), — показали, что основное 


у 

® роокись лантана, пероксидаза хрена 

° Функциональное значение зон слияния, или плотных контактов 
34 А, Г, Д), заключается в создании более 


(Нов {ипсНоп; рис. 9%, 
или ке полной химической изоляции межклеточных прост- 
Ранств от внешней среды. Методом ее 
ния выявлено, что такая цель достигается путем своео р 
«слипания» глобул интегральных белков в. 

. ния бе г 
бр. клеток; при этом в зоне СЛИЯ 
Он — ся полосками, что и обес 


ло ыми пе еплетающими Е 
тот" - очного пространства. Белковые гло 


печив ию межклет хо- 
булы а яются с помощью системы тонких т" ты 
Дящихся в цитоплазме и идущих о м оаных 
Ки. Такой лип контактов обладает высокой а функ- 
Количество полосок слипающихся глобул и Их больше 
иональными особенностями данного а межклеточ- 
В тех тканях, где требуется более полная Е 


| 


эн ЩИ 
м ВМ 


авиа 


ного п остранства. К ее СрУ, В эпителии мочевого пузыря а 
ибий, которыи характеризуется слабой проницаемостью Е ок 
ское сопротивление его 1000—2000 Ом-см?) мен 
М-), 30- 


че 
= изолирующих полосок, а в эпителии проксимального 

ого канальца почки млекопитающих, где, как известно не 
цаемость очень велика (сопротивление всего 6 Ом ах м. 
живается одна такая полоска. Количество изолирующих ра 
сок может меняться при изменении функциональной В 


клеток. 
Контакты такого типа играют существенную роль не только 
в изоляции межклетников от внешней среды, но ив разграниче. 
нии апикальной и базолатеральной частей асимметричных кле- 
ток, где это необходимо для обеспечения нормального функцио- 
нирования интегральных белков-насосов плазматической мем- 
браны, работающих в противоположных направлениях, как, на- 
в. во всасывающих клетках кишечного эпителия. ыы 
ры контакты. В отличие от изолирующих кон- 
Г разовании и функционировании которых основную 
роль играет перестройка внутренней организации мембраны, в 
контактах механического типа основные изменения наблюдают- 
ся в надмембранных и субмембранных системах. Так, в обыч- 
НЫХ, или точечных, десмосомах расстояние между мембранами 
контактирующих клеток оказывается достаточно большим (22— 
— нм). Здесь в результате гипертрофии и видоизменений над- 
мембранного комплекса формируется волокнистый матрикс, ко- 
торыи иногда имеет сложную структуру: в центральной части 
располагается пластинка, состоящая из мукопротеидных или 
белковых глобул, она связывается с мембранами клеток систе- 
мой поперечных фибрилл. Весь этот комплекс укрепляется за 
счет образующихся в субмембранной гиалоплазме контактиру- 
ющих клеток электронно-плотных пластинок и отходящей от них 
В поперечном направлении в глубь цитоплазмы системы фибрил- 
лярных структур, представляющих собой скелетные 10 нм-фи- 
бриллы опорно-сократимого аппарата гиалоплазмы. 

Точечные ($ро#) десмосомы разбросаны в виде пятен по по- 
Верхности контактирующих клеток. Их физиологическая роль 
заключается в обеспечении механической связи между клетками 
и защите их мембран от деформации путем равномерного рас- 
Пределения нагрузки на весь клеточный пласт. Естественно, что 
наибольшее число таких десмосом характерно для тканей, вы- 
держивающих высокие механические нагрузки. Значение точеч- 


Рис. 34. Межклеточные контакты. 
десмосома, 
ая десмо- 


Б — щелевое соединение, 
ской мембраны 


& > 
соединительный комплекс, 
2-—- опоясывающая десмосома; 


Плазмодесма. / —зона слияния; 


®ома, 
в об, Плазматическая мембрана; 5 — интегральные белки плазматичесотная пла- 
сти сти зоны слияния; 6 — актиновые микрофиламенты; аи филаменты;: 


ю_^аА цитоплазмы; 8 — структуры надмембранного комплекса; я» матиче- 
— мых ’, ы ; - и плаз 
ской мкротрубочки; 11 — ионофорные белки; 12, 18 — интегральные белк ; : 
ембраны (1/2) и мукопротеидный комплекс (13) септальной д 
ее точная стенка; 15 — фибриллы плазмодесмы. : 
ЯР 9 
и Ре 


есмосомы; 


ных десмосом для поддержания целостности клеточного пласт 
очень велико; так, при некоторых кожных болезнях наблюдает, 
ся сильное преждевременное слущивание клеток с поверхность 
пласта. При этом количество десмосом резко уменьшается, 
Второй вид механических контактов соединительного Комп. 
лекса —- зона прилежания, или опоясывающая (поясковая -Бей. 
десмосома, имеет несколько иную структуру. Расстояние между. 
мембранами соседних клеток в зоне прилежания обычно меньще_ 
чем в области точечных десмосом. В надмембранной части опо.. 
ясывающей десмосомы отсутствует четко выраженная централь.. 
ная пластинка, а фибриллы надмембранного комплекса имеют. 
преимущественно продольное направление. В субмембранной 
цитоплазме также есть фибриллярные структуры, занимающие, 
сднако, меньшую площадь, чем в обычных десмосомах. Боль- 
шая часть этих фибрилл состоит из стабилизированных форм 
фибриллярного актина, что четко доказано в опытах с тяжелым 
меромиозином. Таким образом, в данном случае в формировании 
межклеточного контакта принимают участие сократимые белки 
субмембранного комплекса. Опоясывающие десмосомы, в отли- 
чие от точечных, располагаются в виде сплошных полосок (по-. 
ясков) на всем протяжении контактирующих поверхностей кле-. 
ток. Они передают на соседние клетки механическое напряже-. 
ние, генерированное внутри клетки и связанное с изменением 
ее объема или каким-либо смещением в пласте. | 
Несмотря на то, что десмосомы представляют собой участки. 
контактирующих клеток со сложной и стабильной морфологи- 
ческой организацией, они, так же как и зоны слияния, весьма 
динамичные структуры. Однако их пластичность проявляется. 
не столько в видоизменении морфологии, сколько в способности 
к разборке и новообразованию. Десмосомы могут также. уничто- 
жаться клетками путем своеобразной фагоцитарной реакции; 
при этом принадлежащая одной из клеток «половина» десмо- 
сомы с небольшим участком прилегающей цитоплазмы оказы- 
вается поглощенной другой клеткой. Е. 
Третий тип механических межклеточных контактов характе- 
рен для тканей беспозвоночных животных и представлен боль- 
шим количеством разновидностей так называемых септаль 
десмосом (рис. 34, Е). Раньше им помимо механической свя 
взющей функции приписывали и функции химических кон 
тов. Однако при выделении септальных десмосом в доста 
ных для химического анализа количествах в их составе не 
наружено белков, способных обеспечивать трансмембраь 
транспорт низкомолекулярных соединений. В связи с этим 
нято считать, что септальные десмосомы беспозвоночны 
полняют лишь механические функции. В них, в отличие 
чечных десмосом позвоночных, нет выраженной субмемб 
пластинки и слабее, чем в точечных десмосомах, пред 
связуюшая система промежуточных филаментов. Вмест 
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тальных десмосомах сильнее развиты 


надмембранн ь 
‚ Они представлены двумя законо ранные ком 


мерно Расположенны- 


ыы ВЫМИ и пол 
ун 68 исахарид- 
‘ми. Специфические белки этих структур на ряде объектов 


‚далось ще в чистом виде. Они не обнаруживают замет- 
ной гомологии с белками точечных десмосом. 

Химические контакты. Последний функциональный ТИП КОН- 
тактов — Контакты, обеспечивающие клеткам возможность об- 
мена низкомолекулярными веществами. Это так называемые 
щелевые соединения (сар ]ипсНоп; рис. 34, В, Г). По принии- 
пу организации подобные контакты напоминают ЗОНЫ Слияния 
тем, чте в участках соприкосновения клеток наблюдаются спе- 
цифические изменения внутренней структуры самих мембран. 
Так, в щелевых соединениях имеет место непосредственное 
«слипание» двух белковых глобул — интегральных белков кон- 
тактирующих мембран. Однако, в отличие от зон Слияния, ОНИ 
не образуют сплошных полосок и относятся, по-видимому, к 
так называемым катионным или ионофорным белкам, облада- 
ющим способностью при определенных условиях пропускать 
чоны и низкомолекулярные соединения, обеспечивая переход ве- 
ществ из клетки в клетку. На некоторых объектах эти белки 
относительно хорошо изучены и в структурном, и в химическом 
отношении. Они представляют собой типичные интегральные 
белки мембран, образующие комплексы из шести белковых гло- 
бул — так называемых коннексонов. Каждая глобула представ- 
лена белком коннексином, а их комплекс формирует ионный ка- 
нал, контактирующий непосредственно с аналогичным ионным 
каналом соседней клетки. . 

Второй, весьма своеобразной разновидностью химических 
межклеточных контактов, являются так называемые плазмодес- 
МЫ растительных клеток. Однако они представляют собой ско- 
рее не межклеточные контакты, а места своеобразного объеди- 
чения клеток в надклеточную синцитиальную систему. В обла- 
сти плазмодесм имеет место слияние плазматических мембран 
соседних клеток и цитоплазма одной клетки непосредственно со- 
общается с цитоплазмой другой. В этих участках выявлены фиб- 
риллы неизвестной природы (рис. 34, Ж). 


2 * 
* 


й о МОр- 
| ых представлений о мор: 
Краткая характеристика современн р парата пока 


Фофункциональной организации поверхностного аппарата. 
вает, что его можно рассматривать как целости ению 
Точно дифференцированную систему, сопоставимую поч ре 
и ЛОЖности организации с двумя другими клето“ “о” 
Ми: цитоплазмой и ядром. срхностного аппа- 
морфофункциональной организации пов р: СТО структур 
Рата сочетаются относительная консервативно ;: 
7* 


< достаточно большой пластичностью, обусловлива: : 
Эоразие этих аппаратов в клетках разных органи ие 
является в неравноценности отдельных субсисте вес 
го аппарата. Так, в противоположность  адиембрань 
турам, отличающимся чрезвычайным 
ар те субсистемы — Плазматичеека 
Вон к : а мере, субмембранный цитоскелет 
от. Вх а о плану, универсальному для всех эукари 
рем “онсервативность двух последних субсиству 
о аппарата вовсе не абсолютна, и сам принций 
их организации допускает возможность варьирования, т в 
пластичность этих структур. р 
Пластичность плазматической мембраны определяется воз. 
можностью варьирования ее структурных компонентов -— ив. 
пользования разнообразных липидов и особенно белков. Суще 
ственную роль в функциональной и филогенетической пластия 
ности плазматической мембраны играет и возможность измене 
ний в широких пределах характера взаимоотношений между е 
основными компонентами — липидами и белками. Пластичност 
опорно-сократимой системы периферической гиалоплазмы эук: 
риотных клеток проявляется прежде всего в наличии нескол 
форм структурной организации основных и вспомогате) 
сократительных белков, в определенной химической лаби. 
сти фибриллярных опорных структур, а также в сложных. 
модействиях между микротрубочковой и микрофибрилл 
системой и системой промежуточных филаментов. 5 
С другой стороны, при всем химическом и структурном 
гообразии надмембранных структур разных клеток им свой 
ряд общих принципиально важных признаков и в отнощеий 
мерфофункциональной организации, и во взаимодействий 
леткой. : р 
Таким образом, хотя в поверхностном аппарате 
клеток и можно выделить три относительно «самосте 
субсистемы, в реализации разнообразных клети 
он выступает как единое целое. Это отчетливо проявля 0 _ 
ких процессах, как, например, рецепция, трансторь Е и: 
ной упаковке, образование межклеточных КОНтаьр 
при кэпинге, и при эндоцитозе необходимо взаимо 
пепторов плазматической мембраны («восприжить 
которых входит в состав надмембранного арераь 
ами субмембранной системы. Экзоцитоз сек 
* печивается координированным функционир 
нить: систем субмембранного аппарате 3 
и мембраны. В образовании большинс 
рес точных контактов принимают в’ 
стей межкл” все три субсистемы поверхносте 
пени участи“ нако, И такие типы контактов .( 
шествуют, 07 овании которых роль двух су 
формиР в 
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+ 


1 


Е В а оО наф О банный Вов _— По ОИ 


ибранной) сведена к минимуму, 
субме ную и функциональную пл 
ет структУР ; | 
0 аппарата. 
Сдинство и Взаимозависимость его компонентов отчетливо 
‘ся также у прикрепляющихся к субст 
выявляе убстрату клеток при 
образовании фокальных контактов. 

Одна из основных функций поверхностного аппарата — его 
частие в передаче внешних сигналов через цитоплазматические 
системы на ядерный аппарат клетки. В последние годы пэяви- 
лись экспериментальные данные, свидетельствующие о том, что 
в этих процессах важная роль принадлежит именно цитоскеле- 
ту (как субмембранной, так и цитоплазматической его части), 
который таким образом как бы непосредственно участвует в ре- 
гуляции активности генетического аппарата клетки; при этом 
специфичность передаваемой информации, по мнению векото- 
рых исследователей, обеспечивается различной пространствен- 
ной организацией цитоскелета. Однако механизмы этих процес- 
сов остаются совершенно невыясненными, и в этом направлении 
продолжаются интенсивные исследования. 


что еще раз иллюстриру- 
астичность поверхностно- 
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Глвва 3 


МЕТАБОЛИЧЕСКИЙ 
АППАРАТ ЦИТОПЛАЗМЫ 


3.1. ОБЩАЯ ХАРАКТЕРИСТИКА 4 


Цитоплазма представляет собой рабо 


котором протекают основные метаболически 
сосредоточены общие и специальные органоиды Сиецифич 
диф клеток метазойных организмо 07 
чаще всего связана с гипертрофИЕЙ одного либо весе 
ганоидов или каких-то“ тории: — 2 
— В последние десятилетия достигнуты большие успехи в. 
чении отдельных органоидов и мембранных систем цитопла: 
Понимание функционального значения этих образований 
можно только через исследование их структурно-химиче 
ганизации. В этом плане проведен детальный анализ о 
органоидов белкового синтеза (рибосом) и систем, обе 
ющих энергетический обмен (митохондрий, хлороплас* 
матических мембран прокариотных клеток). Боль: 
стигнуты и в изучении аппарата Гольджи. Открь е 
тировочных органоидов существенно изменило наши г е В. 
ния о взаимодействии внутриклеточных мембранных орга. 
дов с плазматической мембраной клетки и ее поверхности 
аппаратом в целом. - а 
По современным воззрениям метаболический ‚аппара 
плазмы представляе обои систему, которая сост 
ной цитоплазмы (гиалоплазмы ‚ немембранных 
‘мембранных структур и их содержимого. Бели 
плазму считали однородной коллоидной систем, 
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но, что это гетерогенная фаза цитоплазмы, способнг 
рованию сложных ст . Особая субс истема гиа? 


— формируется в области в 
‘Цитозоль — | х ие 
бранных структур в понаавмы; морооованиа Бес 
ция и функции такого цИтозоля в области ризив 
м саит ы ВЫ. 3 = 
7 В цитозолях органоилов осуществляются основн 


= ыы Ч ря 
а 
Ия р) , 
> 
ы г = 
Е Е 
. р ЕО 


солических реакции, носредством которых клетка расщепляет 
лые молекулы и синтезирует другие; необходимые для 

.5 функционирования и_роста. Здесь же сосредоточены-и-запас- 
ные БН Верес ова, гтавным образом в виде жировых 
о. Имеется в основной цитоплазме и 
В шенная катаболическая система. ку 
Таким образом, метаболический аппарат цитоплазмы доста- 
точно дифференцирован и представлен специализированными 
структурами, выполняющими частные функции; тем не менее, 


оп, находясь в тесной взаимосвязи и-с поверхностным, и с ядер- 


—— 


ным аппаратами клетки, составляет с ними целостную систему. 


3.2. ОРГАНИЗАЦИЯ РИБОСОМ 


Рибосомы — сравнительно недавно открытые органоиды клет- 
хи. В цитоплазме клеток животных они были обнаружены в 
50-е годы с помощью электронного микроскопа и назывались 
‚ плотными частицами, гранулами Палада, малыми гранулярны- 
‚ ми частицами. Затем их удалось выделить биохимическими ме- 
лодами и показать наличие в них РНК. Тогда же было уста- 
новлено, что рибосома имеет отношение к процессам синтеза 
белка в клетке. С тех пор проводятся детальные исследования 
морфофункциональной организации рибосом. 
Рибосомы присутствуют и в прокариотных, и В эукариотных 
клетках. В клетках эукариот существуют две их разновидности. 
рибосомы собственно цитоплазмы и рибосомы, локализованные 
в таких органоидах, как митохондрии и хлоропласты. Константа 
седиментации* рибосом прокариот 705, у более крупных рибо- 
сом цитоплазмы эукариотных клеток — 80 $. Рибосомы мито- 
хондрий в основном тоже относятся к классу 70 $, хотя в раз- 
личных группах эукариот их константы седиментации значитель- 
но различаются: у грибов и эвгленовых — 70—74 $, у высших 
животных — 55—60 $, у высших растений — около 80 $. Рибосо- 
° мы хлоропластов более однородны по этому признаку: их кон- 
’ _ станта седиментации составляет 67—70 $. 
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* Структурная организация рибосом всех названных групп 

° Принципиально одинакова (рис. 35, А). Рибосома состоит ив 
у двух субъединиц (или субчастиц): большой и малой. у 705 ри- 
} босом (прокариоты) константы седиментации субъединиц соот- 
} ветственно 50 и 30$, у 80$ рибосом — 60 и 40 $. В клетке су- 
- ществует динамическое равновесие между целыми п диссощии- 
й Рованными на субчастицы рибосомами (70 $ = 50 $-+ 30 ый: 
Г Равновесие между рибосомами и их субчастицами рее 


/} гать, изменяя содержание ионов Ме*+ в а на суб- 


р Количество Мо?+, то происходит диссоциация ри 


я ое СИН в я на ча* 
эсаждения 

) ет * Константа седиментации ($) характеризует оРОСТЬ лтрацеитрифу- 

Ц в искусственном поле тяжести, которое оо я т размеры частиц 


Гировании. По величине константы седиментации о 55 


С | 

босом неодин 
Кстати, стабильность 70 $ и 805 ри вы ВВ св 
с ааа лиссоциировать раньше, чет | 


70 $ рибосомы начинают 
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ы Рис. 35. Организация рибосом (по: Спирин, 1989). 


А, Б— вид со стороны малой субчастицы (А) и сбок Е НовнЫх 

функциональных центров, иРНК и некоторых белков. О те м: 

частицы рибосомы; 3 — иРНК; 4 — аминоацил-тРНК-связывающий центр (А-центр); 9— 

пелтидил-тРНК-связывающий центр (Р-центр); 6 — пептидилтрансферазный центр 

(Т-центр); 7-— центр связывания фактора элонгации; 8 — полипептид. $ и 1 белки 
соответственно малой и большой субчастиц. 


В состав рибосом входят РНК и белки, упакованные в рибо- 
нуклеопротеид. При снижении концентрации ионов Мо?+ в рас- 


И возникает более рыхлая структура, константа седиментаций 
которой равна еп йтеМ вновь осуществляется скачкообраз” 
ный переход теперь в состояние 92$, а далее наблюдается 


| завное разворачивание тяжа вплоть до полного расправления 
и константой седиментации 5 5. 


В состав питоплазматических рибосом эукариотных клеток 

ат четыре молекулы РНК с константами се; 
вход < Бас НБЗ 1 и седиментации 
065 (26 5), 18 5, ‚бои ‚ Что касается рибосом митохондрий 
„ хлоропластов, то их высокомолекулярные РНК близки по кон- 
станте седиментации к таковым прокариот (285 и 165). В 
сольшинстве митохондриальных рибосом 5 5 РНК не обнаруже- 
на: исключение составляют митохондриальные рибосомы выс- 
них растении. В рибосомах хлоропластов присутствует низко- 
молекулярная 455 РНК. 5,8 $ РНК эукариот является гомоло- 
гом 5”-концевой части 23 5 РНК прокариот, а 4,5 $ РНК хлоро- 
пластов — 3'-концевой части. Предполагают, что эти низкомоле- 
кулярные РНК образуются в результате расщепления предшест- 
венника высокомолекулярной РНК во время процессинга (или 
созревания РРИК). В большой субъединице рибосом у эука- 
риот содержатся 285 (26$), 5,85 и 55 РНК; у прокариот — 
93сиб$ РНК; в малой — соответственно 18$ (эукариоты) и 
165 (прокариоты). Высокомолекулярная РРНК малой субчас- 
тицы содержит около 1500—1600 (16$) и 1800 (185) нуклео- 
тидных остатков, в РРНК большой субчастицы их около 3000 
(235) и 3400—5000 (26 $—28 5). Длина 55 РРНК составляет 
около 120 нуклеотидных остатков. 

К настоящему времени установлена первичная структура 
РНК многих объектов; гомология по этому признаку является 
одним из критериев эволюционного родства, что широко исполь- 
зуется в сравнительных исследованиях. 

Рибосомные РНК имеют характерную вторичную структуру, 
которая создается за счет коротких двуспиральных участков с 
преобладанием «шпилек» (участки молекулы, образованные 
комплементарно связанными нуклеотидами, как и в молекуле 
ДНК). Около 2/3 нуклеотидов РНК организовано в такие спи- 
рали, остальная часть молекулы представлена однотяжевыми 
‹аморфвыми» участками, где сосредоточены пуриновые основа- 
НИЯ. 

Белковый состав рибосом гетерогенен. Молекулярные массы 
белков варьируют от 10 до 30—70 кДа. Число белковых МОЛе- 
кул в рибосомах эукариот составляет около 70, прокариот — 
около 50. 

Идентификацию рибосомных белков проводят с помощью их 
разделения при двумерном электрофорезе. Обозначаются рибо- 
сомные белки цифрами по порядку их расположения на элек- 

Грофореграммах: белки малой (<таП) субъединицы обознача- 
отся как $51, $2 ит. д., белки большой (1аге) Вени 
нь. 12 ит п Почти каждый белок рибосомы уникален, те 

Редставлен одной молекулой на рибосому. Большая часть Р 


р ме со- 
осомных белков относится к основным, однако В рибосо! 
105 


держится и небольшое количество нейтральных и кислых бел. 

Ков. 

Одним из основных объектов исследования структурно-фун, 
босом была Езспег1еШа со|. Ока 


Н тизации ри 
циональной организ . к 
лось. что в состав малой субъединицы р ибосом Е. со] ХО 
, 


21 белок, в состав большой — 92. Сиределена сттке нервизия 
структура рибосомных белков Е. сой: почти все их Ааминокис. 
лотные последовательности уникальны. Исключение составлякл 
белок $20, идентичный белку 1,26, и белки [7 и 112, Которые 
по сути являются одним и тем же белком (1.17 — это ацетилиро. 
ванный по М-концу 1.12). [.7/1.12 Е. соЙ — кислый белок, пред. 
ставленный четырьмя молекулами на рибосому. И у про-, и 
зукариот в рибосомах имеются белки, аналогичные 1.7/.19 

Рибосомные белки эволюционно весьма консервативны: го. 
мология по аминокислотным последовательностям у филогене. 
тически отдаленных групп может достигать 40—50%. 

В составе рибосомы ее белки имеют в основном глобуляр- 
ную конформацию, которую могут сохранять и при выделении. 
Белок 1.7/1.12, образующий в растворе димер, представляет со- 
бой палочкообразную молекулу: мономеры имеют глобулярный 
С-концевой домен и вытянутый М-концевой. 

Важное значение для понимания работы рибосомы имеет 
выяснение характера взаимодействия ее компонентов. Некото- 
рые белки рибосом связаны между собой в достаточно стабиль- 
ные комплексы; 5$ РНК взаимодействует с определенными 
белками большой субчастины, образуя нуклеопротеидный комп- 
лекс, способный связывать тТРНК. Интересно отметить, что на- 
боры белков, образующих комплексы с 5 $ РНК, сходны у про: 
и эукариот. Ряд рибосомных белков специфически и независимо 
от других белков связываются с определенными участками вы- 
<окомолекулярных РНК, это так называемые «коровые» белки. 
Наличие одного или нескольких «коровых» белков необходимо 
для связывания с РНК других рибосомных белков. Все эти вза- 
имодействия играют важную роль в формировании функцио- 
нальных (активных) центров рибосом, образующихся при ук 
ладке тяжа РНП в субъединицы (рис. 35, Б). Так, в рибосоме 
находятся иРНК-связывающий участок; участок для удержива- 
ния аминоацил-тРНК (А-центр); пептидил-тРНК-связывающий 
участок (Р-центр), а также пептидил-трансферазный центр, 8 
котором происходит образование пептидных связей (Т-центр)- 

Уже к концу первого десятилетия исследования рибосом был 
о бочнй цикл. Основные этапы синтеза т 
просы излагаются в а образом (подробно эти {у 

ьных курсах биохимии и молек; 


ниже сведения касаются именно этих организмов 


ден 
(рис. нициащии синтеза белка происходит сборка рибосомы 

частиц и присоединение к ней иРНК и формилметионил- 
и На этом этапе требуется участие внерибосомных белко- 
те факторов [Е-1, [Е-2, 1Е-3 и ГТФ. После сборки готового к 
2 белка комплекса происходит высвобождение белковых 
о В, для чего необходимо расщепление ГТФ на ГДФ и 
фак еский фосфат. В рибосоме иРНК располагается между 


неорганич | 
большой и малой субчастицами; формилметионил-тРНК, связан- 
ная с инициирующим кодоном иРНК, занимает Р-центр. 


Сталия элонгации начинается с присоединения к рибосоме 
„миноацил-тРНК в А-центре, что требует участия внерибосом- 
ных белковых факторов ЕЁ-Ти, ЕЁ-Т$ и ГТФ. Затем образуется 
пептидная связь между карбоксильной группой формилметио- 
нильного остатка и аминогруппой аминоацильного остатка, на- 
ходящегося в А-центре. Этот процесс получил название транс- 
пептидации, т. е. переноса пептидильного остатка (в первом 
цикле элонгации эту роль выполняет формилметионин) на аа- 
ТРНК, локализованную в А-центре. Затем наступает стадия 
транслокации — перемещение рибосомы вдоль иРНК на один ко- 
дон, в результате чего пептидил-тРНК из А-центра попадает в 
Р-центр, а освободившаяся тРНК в Р-центре уходит из рибо- 
сомы. В этом процессе участвуют внерибосомный фактор ЕЕ-@а 
в комплексе с молекулой ГТФ. После стадии транслокации про- 
исходит гидролиз ГТФ с образованием ГДФ и неорганического 

фосфата и высвобождение фактора. В освободившийся А-центр 
садится новая молекула аа-тРНК; выбор аа-тРНК осуществля- 

ется колоном, который в этот момент находится в непосредст- 

венной близости от А-центра. Стадия элонгации заканчивается, 

когда на малой субчастице рибосомы оказывается один из тер- 

минирующих кодонов иРНК. 

Последняя стадия синтеза белка — терминация — происходит 

С участием внерибосомных факторов — КЕ-1 или КЕ-2, а так- 

же ВКЕ-3, связывающего ГТФ; присоединение этих факторов вы- 

зывает отшепление готового полипептида от последней пепти- 

дил-трНК. Освобождение рибосом от факторов терминации и 

“РНК и диссоциация рибосом на субъединицы требует участия 

Дополнительных белковых факторов и ГТФ. 

Таким образом, первый этап изучения рибосом ознаменован 


Установлением принципов их структурной организации и созда“ 


Чием схемы их работы в процессе синтеза белка. Задачей даль- 
Нейших исследований структурно-химической организации и 
функционирования рибосом стало уточнение морфологии Иня 
— и выяснение конкретной роли каждого компонента в 
Ми многоэтапном процессе белкового синтеза. а 
начале считалось, что обе субчастицы ое икроскопиче- 


РУглую форму. Применение тонких электрон 
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"> 


Рис. 36. Цикл работы рибосомы прокариот. 


> аа-тРНК; Б—Г — стадии инициации (5), элонгации (0 
А - аминокислоты: 2 — формилметионин; ‘3 — ТРНК; 4— аа-тРНК; 5— ирРНК; 6—1 
милметионил-тРНК; 7—30$ и 8 — 50$ субчастицы р 


ибосомы; 9 — фактор терминащий# 
10 — синтезированный полипейтид. 


(В) и терминации 


ских методов позволило установить, ч 
риот имеет продолговатую форму (рис. 35 > 
га ляется на головку, тело и платформу (или боковой ВЕ Е 
405 субчастица эукариот (рис. 37, В) имеет дополнитель к 
_ детали — «клюв» (выступ головки) и 
° (конец тела, противоположный головке. раздвоен). Бо | 

ем и эукариот очень похожи по р 


‚ А, Б) и подразА®. 


э 
ор\“ 


\ 


р 37. А, В). Они имеют по три выступа или о 
пентральныт ре боковой палочкообраз у еранца — 
10 стержень) и боковую долю (1.1 ребро) от вы. 

субчастицы 


т. 
няются В рибосому «головкой к гол 
| ловке» (рис. 35 
збребиь: > Б). 
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Рис. 37. Структура малых и больших с | 
: убчастиц рибосом эубактерий (А), 
архебактерий (Б), эукариот (В) и эоцитов (Г) в ыы а., Ро, 


Структура малых и больших субчастиц рибосом архебакте- 
рии имеет уникальные черты, отличающие их от рибосом как 
мч, так и эукариот (рис. 37, Б). Интересно отметить, что 
рик о основании некоторые авторы выделяют из архебактерии 

дно, четвертое царство организмов — эоциты (рис. м: 1 
си ныиеваиня структурно-функциональной организации ри” 
мех необходимо определить локализацию в рибосоме РНК и 
6< идуальных белков. Изолированная В компактной форме 
ме представляет собой У-образную структуру с ==: 
и длины; по размерам и контурам она похожа на 
*>= стипу; 23$ РНК напоминает 50 $ субчас ы 
№ -з контурами. Цепь рРНК, обладая способностью к м 
рн, образует компактный каркас, определяя вый, 
№ форму и размеры субъединиц рибосом. Белки рок че 
му ествениа на поверхности компактно Уло 
__ Локализация индивидуальных белков в Ри 
а ИНЫМИ методами. Один из 
о 29Работка рибосом химическими 
+ <Шив иональными реагентами с известно дл „> 
у ео Щими друг с другом белки, Располо” „нод длиной м, 
_ Аекул. детву. Использование ряда агентов ср возмож 


тицу со сглажен- 


босоме определя” 
поперечных 


| | ет : 
И последующая идентификация белков ЯР оседями на ри 
‘лить, какие конкретно белки являю 09 


босоме и каково расстояние между ними. Ответ на эти Вопрос 
можно получить и с помощью различных физических методов, 
том числе и нейтронного рассеяния; однако результаты нев», 
можно соотнести с морфологией рибосом. Такую возможное 
предоставляет электронно-микроскопическая иммунохимия. И» 
пользуя антитела к индивидуальным рибосомным белкам, мож. 
но выявить локализацию этих белков на рибосоме. Таким обоз, 
зом было установлено расположение белков 1.7/1.12 и 11 в бо. 
ковых протуберанцах 505 субчастицы Е. соЙ и определена ло. 
кализация комплекса 55 РНК с соответствующими белками в 
головке 505 субчастицы. Однако, трактуя данные, полученные 
с помощью электронно-микроскопической иммунохимии, необхо. 
димо учитывать возможность возникновения многочисленных 
артефактов, обусловленных спецификой метода (недостаточная 
очистка антител, их неспецифическое связывание и т. д.). Тем 
не менее к настоящему времени достаточно достоверно установ- 
лена локализация на рибосоме большинства белков (рис. 35, В) 
и топография РНК на поверхности субчастиц, а также предло- 
жены модели взаимного расположения белков и РНК в рибо- 
соме. 

При исследовании роли каждого белка в работе рибосомы 
используются самые разные методы — и выделение индивиду- 
альных белков, и блокировка определенных звеньев белкового 
синтеза с помощью ингибиторов, и многие другие. Так, с помо- 
щью специальной обработки удаляют из рибосом те или иные. 
группы белков, а затем определяют, сохранилась ли у таких ри- 
босом какая-либо функция, связанная с процессом белкового 
синтеза (скажем, пептидилтрансферазная активность). Если Е 
«неактивным» рибосомам добавить одну из выделенных групп 
белков, то у них вновь может появиться соответствующая функ- 
пиональная активность. Затем группу выделенных белков раз 
деляют на индивидуальные и каждый белок добавляют по 99е- 
реди к неактивным рибосомам; если в каком-то случае функиио- 
нальная активность восстанавливается, то ясно, каким белком 
она определяется. 

Однако такого рода исследования затруднены тем, что меж 
ду отдельными белками, составляющими активные центры р 
босом, существуют кооперативные взаимодействия. Утрата функ 
циональнои активности при отщеплении данной белковой моле 
кулы может быть обусловлена не прямым ее участием в иссяе 
дуемой функции, а лишь результатом нарушения сложных № 
оперативных взаимодействий между молекулами. В связи © эт 
большой интерес представляет изучение естественных генети® 
ских мутации по отдельным рибосомным белкам, при которы 
нарушения в белковом составе могут быть компенсированы 60% 
годаря перестройкам на надмолекулярном уровне организайй" 

Одним из весьма перспективных направлений исс едовае, 
является сравнительный анализ структурно-химической орга 


ре 


э  ч а Зо 


р различных разновидностей рибосом с помощью молеку- 
321" суологических методов. В частности, удалось у } 
ляр несмотря на сходство выполняемой глав ен. 
что, #"° нессов белкового синтеза), риб как функции (общ- 
ность ИРО /› РНоосомы из разных источ- 
ИКОВ значительно отличаются друг от друга. Так. например 
сравнение количества белков в рибосомах показало, что МИТо- 
хондриальные рибосомы превосходят в этом отношении и рибо- 
сомы прокариот, и цитоплазматические рибосомы. 

В частности, как уже говорилось, в большую субъединицу 
„босомы Е. соЙ входят 32 белка, в малую — 21; в большой 
субчастице рибосомы цитоплазмы Хепориз 1ае\у!з имеется 37 
белков, в малой — 34; митохондриальные же рибосомы Х. [аеу1з 
содержат соответственно 44 и 40 белков. Как видно. малые 
субъединицы рибосом митохондрий ксенопуса и Е. со отлича- 
ются на 19 белков, хотя обе имеют близкие константы седнмен- 
тации. Митохондриальные рибосомы грибов и млекопитающих 
различаются между собой; рибосомы грибов (755) содержат 
относительно больше белка, чем у прокариот; миторибосомы 
млекопитающих (555$), будучи значительно мельче прокариот- 
ных рибосом, содержат тем не менее довольно много белков, 
абсолютное содержание РНК на рибосому в них меньше, чем у 
прокариот. Значительные различия существуют также не толь- 
ко в количественном, но и в качественном составе рибосомных 
белков. Причем они наблюдаются не только между рибосомами 
прокариот, цитоплазмы эукариот и митохондрий, но и между 
митохондриальными рибосомами из разных источников. Разли- 
чия есть даже между близкородственными видами. Например, 

три белка большой субъединицы митохондриальных рибосом 
К. |аеу15 не обнаружены у Х. шиЦег!, а четыре белка, харак- 


терные для Х. шиПег!, отсутствуют у Х. 1ае\!5. | 

У галофильной бактерии На!ораег!ит сийгибгит, рибосо- 
мы которой стабильны лишь в растворах, содержащих соли В 
больших концентрациях, все рибосомные белки кислые, а пе 
основные, как у других изученных групп. 


Интересной особенностью белков рибосом является УдивЕ- 
олюции белков [.7/1.12, аминокис- 


Тельная ТЬ В ЭВ 
т консервативнос = 
ЛЮТная послеловательность которых идентична даже У филог 
Н 

тически отдаленных групп. мы 


Зн чия меж ибосомами устанавли Я 
ачительные разли ‹ду р  РИК митохондрий 


При сопоставлении их РНК. о ги РНК рибо- 


Ро атическим Ь 
омологичны Ни цитоплазм первичной, и вторичной 


прокариот. Они различаются и ных 8 
структурой. Вторичная структура РНК т 
‘ОМ менее стабильна, чем у прокариот и Ц 


Рибос иальных об- 
ом НК митохондр ктура, 9°. 
о РИО. лее частков («шпилек»), струк РНК 


| 0 меньше спиральных У и НА 
азованная ею, не компактна. Надо ие я отличают 
“Тохондрий тоже присущи своеобразные чер а 


в от цитоплазматических тРНК и тТРНК прокариот последов, 


тельностью оснований, содержанием —Ц-пар, характер, 
посттранскрипционных изменений, вторичной структурой (она 
так же, как и у РРИК митохондрий, менее стабильна, Чем 

РНК рибосом прокариот и цитоплазмы) и, наконец, содержану, 
ем «минорных» оснований; иРНК митохондрий включает бол. 


мое количество полиадениловых остатков, что характерно ДЛЯ 
иРНК эукариот, но не прокариот. 

Рибосомы митохондрий и прокариот чувствительны к ОДНИ 
и тем же антибиотикам, блокирующим синтез белка; эти анти 
биотики не действуют на цитоплазматические рибосомы. К ж 
Числу относятся хлорамфеникол, эритромицин. Некоторые инги. 
биторы синтетических процессов в цитоплазме (например, цик. 
логексимид) не затрагивают митохондриального синтеза. Таким 
образом, ясно, что белоксинтезирующий аппарат митохондрий, 
будучи в значительной степени уникальным, имеет много сход: 
ного с белоксинтезирующим аппаратом и прокариот, и цито. 
плазмы. 

Чрезвычайно интересные данные получены при создании так 
называемых «гибридных» рибосом из субъединиц разного про- 
исхождения. Комбинируя субъединицы, исследуют способность 
«гибридных» рибосом к синтезу белка. Оказалось, что субъеди: 
ницы цитоплазматических рибосом эукариот вполне взаимоза- 
менямы; активные «гибриды» формируются также из субъеди: 
ниц рибосом Е. соЙ и хлоропластов шпината или эвглены. Не- 
которые белки большой субъединицы рибосом Е. сой могут да: 
же заменять соответствующие белки рибосом дрожжей и кле- 
ток печени крысы, полностью сохраняя при этом функциональ- 
ную активность. Гакие же данные получены для малой субъ 
единицы рибосом Е. соЙ, где каждый белок может быть заме 
шен гомологичным белком из 305$ субъединицы рибосом бак 
терий разных видов Вас из, и активный синтез белка все рав 
но будет происходить. Если же субъединицы рибосом Е. с0й 
вли хлоропластов шпината соединить с субъединицамн митохои 
дриальных рибосом дрожжей, то эти гибриды не активны. 

Таким образом, накопленный к настоящему времени обши" 
ный, хотя и достаточно фрагментарный, сравнительный матери 
ал по структурно-химической организации рибосом и белокесий 
тезирующих систем как в одних и тех же клетках (митохондри 
альные, питоплазматические и пластидные белоксинтезирующ" 
системы), так и в клетках организмов разного филогене и 
ского уровня (прокариоты, низшие и высшие эукарноты) 10! 
зывает, что все белоксинтезирующие системы и основные №“ 
кулярные «машины» этих систем — рибосомы — построены ^ 
сходным принципам, о 
есте с тем имеются и многочисленные факты, показыВа 
› в организации белоксинтезирующих систем сущее 
количество модификаций (как в пределах 09” 


_©АОл 


х й 


тки, так и между разными клетками 
ИХ закономерностей организации. б 
стем, эти модификации не нарушают НРА 
| тественно, что целенаправленное Нины функций. Ес- 
представляет большой интерес для реа ры модификаций 
низации белоксинтезирующих структур ретного анализа орга. 
В то же время анализ этих модификаций 
едь, особенностей организации рибосом МИТОо к первую оче- 
пластов по сравнению с рибосомами прока ры и хлоро- 
зукариот позволит разобраться в том ея = цитоплазмы 
шло подчинение этих белоксинтезирующих ‚ве разом произо- 
гративным механизмам клеток. Весьма см та 
ыфжелыя в митохондриальных рибосомах по ин 
риоо ми прокариотных клеток обусловлено работой митори- 


боссом в таких сложных кл 
ь с еточных системах, как эук 
клетки. ‚ как эукариотные 


). Не ЗЫходя за рамки 


“Локсинтезирующих си- 


3.3. ОРГАНОИДЫ ЭНЕРГЕТИЧЕСКОГО ОБМЕНА 


3.3.1. МИТОХОНДРИИ 


История исследования митохондрий насчитывает около 
[30 лет — со времени описания их в 1850 г. Р. Келликером, ко- 
торый обнаружил их в мышцах насекомых и назвал саркосома- 
ми (данный термин до сих пор применяется для обозначения 
митохондрий мышечной ткани). 

Называть митохондриями эти органоиды стали в 1898 г. Од- 
нако планомерное их изучение биохимиками и цитологами на- 
чалось лишь в 40—50-х годах нашего столетия, когда методами 


дифференциального центрифугирования удалось ре не 
тые фракции митохондрий и показать, т в них >. 
Ферменты дыхательной цепи, цикла Кребса и — ине: 
Фосфорилирования; В 952—553 гг. г деля не 
НИЯ ультраструктуры митохондрии. ем тиви >= 
коплены многочисленные сведения о мор у 


В. г 
ган этих органоидо и синезеле- 
 Митохондрии В сте о = Е клетках 
ных водорослей) и встречаются Е одеские  протистов 
эукариот Е исключением некоторых ‘и свободноживущей ре- 
к [уйса Тгуспотопаз ‘та кислорода. 
ай ое о битающей в условиях ЕЕ варьирует: 
о т, потохондрий в клетке ва ЮО зана- 08 
М . ГУ 
оличество ослей и протистов жение 
_ Клетки некоторых водор ли 


атозоиды Ра3*” ^„.опита- 
Зержат по одной митохондрий, р ‹ мле“оп 


у г тках " С = 
в соматических кле гигантской аме 


_ Животных — от 20 до 1000 митохондрий, а 


_ ЩИХ, как правило, 
бы Сваоз спаоз их число достигает 
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’ Однако объемные реконструкции митохондрии по сериям Сре. 


зов. полученные для многих объектов с помощью электронць, 
исследований, показали, что количество му, В 


микроскопических | 
по-видимому, значительно меньше, че» 


тохондрий в клетках, 


предполагалось раньше. 
Гак, у дрожжей, грибов, в гаметах хламидомонад имеется 


одна гигантская, сильно разветвленная митохондрия. Естест. 
венно. что на обычных срезах при этом выявляются как бу 
многочисленные мелкие митохондрии (рис. 38). В фиброблас. 
тах и нервных клетках мозга, культивируемых 11 УИго, при ре. 
конструкции обнаруживаются длинные нитевидные митохонд- 
рии, а в лимфоцитах — две-три крупные митохондрии, располо- 
женные вокруг ядра. В поперечно-полосатых мышечных волок-_ 
нах небольшое количество сильно разветвленных гигантских 
митохондрий образует так называемую митохондриальную сеть. 


Рис. 38. Гигантская митохондрия гриба. 


1 ядро, 2 — участки гигантской митохондрии на поперечном срезе. 


Пластичность организации митохондрий проявляется в и 
изменениях в онтогенезе. Например, вначале в зооспоре одноге 
из оомицетов всего одна крупная митохондрия. По мере раз 
вития она утоньчается, в ней появляются сквозные отверстия 
в конечном итоге образуются четыре митохондрии: одна кр 1- 
ная и три мелкие. У отдельных представителей иглокожи“ 
ольша» часть мелких митохондрий в ооцитах по мере ре 
же +: клеток сливаются, и возникает гигантская кольцевидий 
Ув ЮШая обычные мелкие митохондрии и 
ель о лы (в частности, аппарат Гольдж” 
ние, а затем и ф ов в морскую воду происходит ветв”” 
хондрии на о таЦия гигантской кольцевидной МР’, 

_  блюдается активации мелкие, Одновременно с этим и 
_ отмечаются в ходе дания ооцита. Подобные измене! 
гохондр! неа цикла у Еиепа егасз. Мелье 
| Я в гигантскую, которая затем $ 


ее 
а 


ие 


ме 
Г 


ются. И в этом случае активизация дыхания совпадае 
ТР 


тир: числег 
Мен" "7 ‚анием много ленных мелких м Е 
соб и.® ‘тохондрий из одной 
< . 
`антСЕ р х 5 
ИГ размеры и форма митохондрий, выявляемых на ОбЫЧНЫ 
Х 


с и роОвОпических срезах, сильно варьируют. По форм 

У’ сывают нитевидными, палочковидными. окру-.. РОРМе 
они ОР | с - , руглыми и ган- 
гслеобразными даже в пределах одной клетки. Кроме того, фа- 
зово-контрастная микроскопия живых клеток показала, что МИ- 
гохондрии — очень динамичные структуры: они могут расти в 
плину, сжиматься, ветвиться, делиться — и все это быстрее, чем 
за одну минуту. 

Митсхондрии располагаются в клетке, как правило, или в 
тех участках, где расходуется энергия, или около скоплений 
субстрата (например, липидных капель). Строгая ориентация 
митохондрий обнаруживается вдоль жгутика у сперматозоидов; 
в эпителиальных клетках почечных канальцев митохондрии ло- 
кализуются в складках базальной мембраны, образуя вместе с 
нею аппарат активного транспорта ионов, свойственный выде- 
лительным и осморегулирующим эпителиям. Скопление мито- 
хондрий обнаруживается в области синапсов и в фоторецептор- 
ных клетках у основания наружного членика, где они состав- 
ляют особую структуру — миоид. Естественно, что такое распо- 
ложение митохондрий уменьшает потери АТФ во время ее диф- 


фузии. 
Как показано на большом сравнительно-Цитологическом ма- 
териале, общий план строения митохондрий один и тот же у 


всех эукариот. Митохондрии всех организмов от дрожжей до 
высших животных окружены двумя мембранами, между кото- 
рыми располагается межмембранное пространство. Внутренняя 
мембрана образует выросты в митохондриальный матрикс — 
кристы; в матриксе содержатся ДНК, рибосомы и различные 
включения. Рибосомы иногда прикрепляются к внутренней мем- 
бране или образуют полисомные цепочки (рис. 39). : 
Форма крист может быть пластинчатой или трубчатой, они 
Располагаются либо параллельно длинной оси митохондрии (ак- 
соны нервных клеток, поперечно-полосатые мышцы), либо пер- 
пендикулярно ей (клетки печени, почек). Кристы митохондрий 
Весьма лабильные образования и легко переходят из одной 
° Формы в другую, а иногда могут и редуцироваться. ыы = 
При анаэробном развитии дрожжеи кристы почти вре 
_ ли вновь создать аэробные условия, то кристы восстана” 


ваются. «> = 
Структура митохондрий зависит от функциональной а” 
ности ткани и организма. При этом может нывокаиолг- ера 
орма и количество митохондриальных крист, ней струк- 
‘ТВО самих митохондрий. В функционально аналог и ондрии 
«Урах У филогенетически отдаленных а одного И 
‘хожи между собой больше, чем в разви ®Р 115 


8+ 


Г ней 


№ го же вида. Например, в структуре митохондрии летательну 
мыищ голубя и стрекозы больше сходства, чем между мит, 


хондрия 


ми летательных и скелетных мышц стрекозы. 


Рис. 39. Общая схема организации митохондрии А)) и участок кристы 
с грибовидными телами (Б). 


!: — наружная мембрана, 2 — межмембранное пространство, 3 — внутренняя мембрана, 
4 — кристы, 5 — митохондриальный матрикс, 6 — ДНК, 7— рибосомы, 8— кон 
фосфата кальция, 9 — грибовидные тела. 


Количество и степень развития крист определяются функ 
циональной активностью ткани. Так, в митохондриях спороциет о 
Разсю]а Перайса, паразита печени моллюсков, кристы единичны. 
У церкарии, ведущей активный свободный образ жизни, число 
крист очень велико. Митохондрии большинства растительных 
клеток обычно имеют мало крист, но в секреторных клетка» 


РА С Ого, как и в животных клетках. 
Будучи лабильной ст 


йкам. Так, при гиподинамии у крыс &*. 
Е охондриях. так и самих митохондрий 


Ышцах резк ся. Если № 
этих животных заставит резко уменьшает ы2 


_ вать), митохондрии столь же быстро принимают прежни: 
ини. ПВН а 4 
абажиная = а мембраны митохондрий значите», 
разлячают У с0бой. При повышении или пониже” 


ня ческого давления внутренняя мембран 
| ме шивается с иена легко Входя | 
С янИЯ в другое; аружная мембрана способу ИЗ ОДНОГО с0- 
" тимомУ растяжению, ведущему к разрь на лишь к необ- 
‘м наружную мембрану, получают ий Удаляя таким об- 
внутренней мембраны митохондрий те изолирован- 
„ проницаемостью: наружная мембрана нА мембра- 
специфической проницаемостью, а ге аа не- 
напротив, высокоспецифична. Мембраны ми ость внутренней, 
овы и по устойчивости к ра и ое 
К различным ферментам и дет 
К ерген- 
Различия в свойствах митохондриальных мемб 
лены значительными различиями в их структуре "а ыы 
нение липидов И белков в наружной мембране м 
(т.е. в 6 состав входит меньше 20% белка), а во В 
ней — 0,30 (75% белка). Липиды внутренней и т. У: 
бран различаются по содержанию насыщенных жирных кис 
лот— в липидах внутренней мембраны их больше. Неодинаков 
и состав липидов в мембранах. Так, во внутренней мембране 
очень низок уровень содержания холестерина и высок кардио- 
липина, «двойного» фосфоглицерида, состоящего из двух остат- 
ков фосфатидной кислоты, связанных друг с другом глицери- 
ном. Этот липид практически не встречается в других мембра- 
нах эукариотных клеток и, по-видимому, обусловливает малую 
проницаемость внутренней митохондриальной мембраны ДлЯ 
ИОНОВ. 
Неспецифическая проницаемость наружной мембраны опре- 
деляется наличием в ней белков поринов, формирующих В ли- 
пидном бислое многочисленные каналы, через которые могут 
проходить молекулы массой до 10 кДа (своеобразное молегу” 
лярное сито, напоминающее наружную мембрану грациликут- 


ных бактерий). 

Наружная мембрана митохондрий бедна ферментами; Не- 
много их и В межмембранном пространстве. Зато внутренняя 
мембрана и митохондриальный матрикс буквально насыщены 
ими. Так, в матриксе сосредоточены ферменты цикла Кребса И 
окисления ЖжИирны ней мембране локализо- 


ваны цепь переноса электронов, дыхательная Цепь, ферменты 


фосфорилирования ые транспортные системы, 
ие ее избирательную проницаемость. 


НОЙ 


в был опре 


обеспечивающ 

ок расположения переносчиков Е: ‚быв оО 
делен с помощью различных ингибитор», ыы. переда- 
о Звенья дыхательной ад ие т бихнион ци 
‚отся флавопротеиновым дегидрогеназами че ню цитохро 
тохромкому комплексу ани ыы х ) наконем, В 
ао иоиромочендое иски зы — 
а | Е 

о р. Е рва" а 


_ Ются в соответствий 


И циалом, который наиболее высок у кислорода. По мере переху._ 
да электронов с высокого энергетического уровня на Низкий 
энергия окисления трансформируется в энергию макрозэргов. 

При выделении переносчиков в чистом виде оказалось, что 
жирорастворимый кофермент © (убихинон) и цитохром с от. 
деляются легко; остальные переносчики очень прочно связацы 
< мембраной и представляют собой сложные молекулярные ком. 
плексы. Уже давно выделены четыре дыхательных комплекса. 
ПАДН-дегидрогеназный комплекс (НАДН-Коб-редуктаза), сук- 
цинатдегидрогеназный комплекс (сукцинат-Ко()-редуктаза). 
комплекс цитохромов Б—с; (КоО-Н»-цитохром с-редуктаза) и 
цитохромоксидаза (цитохромы а—аз). 


Рис. 40. Система окислительного фосфорилирования в 


1—5 — компоненты дыхательной цепи: ]— МАШН-деги 


нон, 3 — комплекс цитохромов Б—с. 4 — цитохром с, 5 — цитохромоксидазный ком- 
плекс, 6 — АТФ-синтазный комплекс, 7 — внутренняя мембран 


а митохондрии, 8 — меж- 
мембранное пространство, 9 — матрикс. 


мембране митохондрии. 
дрогеназный комплекс, 2 — убихи- 


Примерно в это же время с помощью электронно-микроско- 
пического метода негативного контрастирования были обнару- _ 


верхности внутренней мем-. 
ванные грибовидными тель“ 


цами. Оказалось, что головки грибовидных телец связаны с фос-_ 


оосспечивающих процессы Оки 
(рис. 40). Так, Ко-О-ци 


Высокая степень гомологии по аминокислотным последова- 
гельностям характерна для цитохромов Б митохондрий таких 
‘логенетически отдаленных форм, как человек, мышь, бык, 

ожжи, АзрегеШиз и цитохрома [56 хлоропластов шинната. 

Комплекс Б—с, представляет собой димер, где мономеры 
ориентированы перпендикулярно плоскости мембраны и рас- 
положены таким образом, что большая часть молекулы (около 
7 ни) выступает из мембраны в матрикс, а меньшая (около 
3 нм) —в межмембранное пространство. Размер молекулы со- 


ставляет около 15 нм. 

Не останавливаясь на деталях организации комплекса 
с, (и других компонентов дыхательной цепи), которые под- 
робно обсуждаются в специальных руководствах по биоэнер- 
тетике, отметим лишь, что многие вопросы остаются еще не- 
выясненными. Так, в состав комплекса Б—с, входят две круп- 
ные «коровые» субъединицы, удаление которых приводит к 
потере комплексом ферментативной активности; функции же 
их до сих пор неизвестны. У некоторых бактерий комплекс 
}.-с, вообше не содержит таких компонентов и состоит всего 
из трех субъединиц — цитохрома Ь, цитохрома с; и белка, со- 
держащего ЕеЪ. 

Как показали опыты на «вывернутых» субмитохондриаль- 
ных пузырьках и данные, полученные различными другими 
методами, цитохром с локализуется на внешней поверхности 
внутренней мембраны митохондрий; у прокариот он расгола: 
гается на внешней стороне цитоплазматической мемораны. В 
Связывании цитохрома с с мембраной, видимо, принимает уча- 
стие кардиолипин. 

Слелующий компонент дыхательной цепи — цитохромокси- 
паза — представляет собой комплекс, состоящий из субъеди- 
чиц, число которых варьирует: у прокариот — две-три СУбЪ- 
единицы, в митохондриях млекопитающих — три крупные и де- 
Вять мелких, У дрожжей — три крупные и шесть мелких. Круп- 

_ ВЫе субъединицы митохондриальной цитохромоксидазы гомо- 
Чогичны субъединицам прокариотического фермента. 

Цитохромоксидаза эукариот обычно представлена димер“” 
МИ, расположенными В мембране таким образом, что большая 
ать молекулы (около 5,5 нм) выступает в межмембранное 
Пространство, а меньшая (около 1,5 нм) —в матрикс, размеь 
Олекулы составляет около 11,5 нм. — 
АТФ ‘Рментативная система, которая обес. о 


перекачивая протоны через мембрану, называетс 
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транслоцирующей АТФазой, Е комплекс 
(точнее, АТФ-синтазным) или Н -АТФ-синтазой. Е 

Н+-АТФ-синтаза состоит из двух основных частей: соцуя 
гающего фактора Е!, соответствующего головкам Грисовидных 
телец, и мембранного компонента Ро. Е1-фактор Обладает 
АТФазной активностью, но лишен способности к синтезу АТФ. 
такую способность он приобретает лишь в комплексе с Е 
мембранным компонентом, осуществляющим прохождение про. 
тонов через мембрану. В модельных опытах на мембранных 
пузырьках, лишенных ЁЕ!, было показано, что протоны пассив. 
но проходят через мембрану и протонный градиент не созда. 
ется. 

Г.-факторы, выделенные из разных источников, удивитель- 
но схолны по структуре. Е!-фактор состоит из субъединиц пя. 
ти типов: ©-, В-, у-, 0- и =- молекулярной массой от 6 до 
060 кДа. Количество субъединиц Е!-фактора _ может 
варьировать для разных объектов (у ЕзсНееШа соЙ по три 
и и В- и по одной у-, 0-, =-). Для Н+-АТФ-синтазы Е. со} 
выяснена также аминокислотная последовательность и струк: 
тура оперона, размер которого составляет около 7 килобаз. 

Гомология В-субъединиц по аминокислотным последова- 
тельностям у филогенетически отдаленных видов достигает 
70% (митохондрии сердца быка, дрожжей, мембрана Е. со|, 
хлоропласты шпината). 

Функциональная роль субъединиц фактора Е!, проанализи- 
_ рованная с помощью иммуноцитохимии при блокировке соот- 
ветствующими антителами активности той или иной субъеди- 
ницы, представляется следующей. По-видимому, каталитиче- 
ским центром Е; является В-субъединица: «-субъединица вы- 
полняет регуляторную роль, у-субъединица каким-то образом 
регулирует протонный поток, а у-, $4- ив- в совокупности могут 
формировать «ворота» для прохождения протонов. 

Митохондриальный Ро-фактор состоит из с 


" залось, что основная. 
часть. этого белка гомологична -субъединице Е!-фактора_ 
Е. соП, а несколько участков — 6-субъединице 7 

Важную роль в работе митохондриальной Н+-АТФ-синтазы | 
р яет = состав Ро-фактора так называемый ДИКД?. 

я 4. ве. . 
Зы т к (ДЦК — дициклогексилкарбодиимид 
протеолипид, ющий сродство к этому белку). Молекулярная | 
масса этого белка варьирует от 6 до 9 кДа в зависимости 
источника выделения. Для несколь 


ЗЕ" Е 
БА, 


окислотная последоват я 80% аминокислот этого 

идрофобны. Функция ДЦКД-связывающего белка, по- 
белка ‚ состоит в том, чтобы обеспечить протонам возмож- 
ВИЛ пройти через мембрану, так как в мембранных пузырьках, 
10 ных Еь связывание ДЦКД с этим белком препятствовало 
_лишег протонов. Гомологом данного белка у прокариот яВ- 
ся субъединица с. Мутация по любой из трех субъединиц 
с.фактора приводит к потере протонной проводимости у бак- 
ь ий. Возможно, что субъединица с активно участвует в пере- 
носе протонов: в состав ее полипептидной цепи входит аспара- 
гиновый остатск, расположенный в строго определенном месте 
(Ар 61) и необходимый для транспорта протонов — замена его 
на другую аминокислоту или блокировка связыванием с ДЦКД 
полностью прекращают перенос протонов (и синтез АТФ за 
счет энергии электрохимического градиента). Интересно отме- 
тить, что в ДЦКД-связывающем белке Ро-фактора митохонд- 
рий на этом месте находится глутамат, который также обяза- 
телен для работы протонного насоса. 

Для работы АТФ-синтазного комплекса чрезвычайно важны 
мембранные липиды. Так, фактор Го настолько тесно связан с 
окружающими фосфолипидами, что некоторые авторы часто 
включают их в его состав. При удалении фосфолипидов актив- 
ность ЛТФ-синтазного комплекса резко падает: белок, сообща- 
Ющий комплексу чувствительность к олигомицину (ОЗСР), так- 
же проявляет свои свойства только в присутствии фосфолипи- 
_ Дов. 
°_ Каким образом соединяется Ро-фактор с Е! пока неизвестно. 
Р-—Рькомплекс представляет собой очень крупное образова- 
_НИе; диаметр грибовидных головок, выявляемых при негатив- 
Ном контрастировании «вывернутых» субмитохондриальных пу- 
_ЗЫрьков, составляет около 9 нм. (По-видимому, грибовидные 
_ Мруктуры все-таки являются артефактом обработки, предшест- 
Зующей электронно-микроскопическому исследованию.) 
| О результатам рентгеноструктурного анализа Е!-фактор 
_ ПРедставляет собой эллипсоид; компьютерная обработка элек- 
"ронно-микроскопических данных свидетельствует о Том, что 
< ме упакованы в два слоя по три коими. 
о 
аким образом, к настоящему времени м а 
9 обширными сведениями об организации компонентов, о” 
ЮЩих за процессы окислительного фосфора ку 

веды Евой 

еханизм СИН” 
пор ос- 


ы обладаем доста- 
Веца 


нако 
_ЯЯ несмотря на это, вопрос о том, каким 


а уровне энергия протонного градиента ее 
Тез кую энергию АТФ, т.е. каков собственно р 
о на уровне АТФ-синтазного комплекса, 
<7 открытым. ыы а а 

| одной стороной деятельности митохо ыы 


В естис в специфических синтезах, например в синтезе сте 


| Роил.. 
ных гормонов (корковое вещество надпочечников) и отдельны 


липидов. В митохондриях могут накапливаться различные - | 


шества и некоторые ионы, особенно ионы Са?+. В митохондриях 
оопитов различных ЖИВОТНЫХ образуются скопления желтка 
при этом они утрачивают свою основную функцию. Отработав, 
шие митохондрии могут также накапливать продукты экскре. | 


ции. Наконец, в некоторых случаях (печень, почки) митохонд. 
рии способны аккумулировать вредные вещества и яды, попада. 
ющие в клетку, изолируя их от основной цитоплазмы и частиц. 
но блокируя вредное действие этих веществ. 

Митохондрии представляют собой обновляющиеся структуры 
с довольно коротким жизненным циклом (в клетках печени 
крысы, например, период полужизни митохондрий составляет 
около 10 дней). Митохондрии образуются в результате роста и. 
деления предсуществующих митохондрий. Этот процесс иногда. 
идет очень быстро и с большой интенсивностью (в частности | 
при адаптивных перестройках, как указывалось выше). Делят: |, 
ся митохондрии с помощью перетяжки. 

Митохондрия имеет собственную генетическую систему — 
митохондриальную ДНК и собственный белоксинтезирующий 
аппарат. Делению (репродукции) митохондрий предшествует 
репликация митохондриальной ДНК. Синтез ДНК митохондрий 
при делении клеток происходит независимо от репликации ядер- 
ной ДНК. 

У большинства объектов ДНК митохондрий представляет с0- 
бой двухцепочечную ковалентно замкнутую структуру. В одной 
митохондрии может быть от одной до 90000 кольцевых моле-. 
кул ДНК, молекулярная масса которых варьирует от 
(9—10)} -105 у позвоночных до (3—4) .107 у протистов, высших 
растений и грибов. Размеры кольцевых молекул ДНК в боль. 
шинстве митохондриальных геномов варьируют от 16—20 (у 
позвоночных) до 570 килобаз у высших растений (кукуруза), 
а линейная длина молекулы составляет 5 мкм у дрожжей и. 
'30 мкм у высших растений. 

В митохондриях животных клеток содержится обычно не 
сколько молекул ДНК, практически не заметных на обычны 9 
электронно-микроскопических препаратах. В клетках растений 
их, как правило, больше, так что при ультраструктурных и 
следованиях митохондриальная ДНК может быть выявлена В 
виде тонких фибрилл. И, наконец, в митохондриях некоторы”“ 
кинетоиластид (например, трипаносомовых) множество коль” 
вых молекул ДНК объединяются в крупную электронно-плот 
ную структуру — кинетопласт. В единственной гигантской № 
тохондрии кинетопластид обнаруживается интересная моди“’ 
кация митохондриального генома: генетический аппарат 34“ 
представлен большим количеством кольцевых молекул 
типов — Так называемых макси-колец (они гомологичны 
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В митохондрий других объектов) и миниколец — они 
м ^^ одержат генетической информации и их функциональ- 
к ло проясняться лишь в самое последнее время 


ИОЧТ, ачение ста 
06 ке). 
м. НИР лучаях, например у водоросли хламидомонады и 


оепий 1 
и ЗО йных молекул ДИ К. 
2. „алмолекулярной упаковке митохондриальной ДНК изве- 
› немного. По-видимому, фибриллы митохондриальной ДНК 
Е ьсобу упаковки напоминают хромосому прокариот. У не- 
 оторых объектов обнаружены основные белки небольшой Мо- 
лекулярной массы, как будто связанные с митохондриальнои 
\итохондриальная ДНК отличается от ядерной по соста- 


9. 
ДНК. ы .. Г) 
°` оснований, плавучей плотности и ряду других физико-хими- 


ческих свойств. 
Отдельные иРНК ядра могут переноситься в митохондрии и 


транслироваться там митохондриальной белоксинтезирующей 
‘системой — т. е. белоксинтезирующий аппарат митохондрий мо- 
жет использовать чужеродные матрицы. (Например, вирусная 
ДНК, взятая в качестве матрицы, интенсивно транскрибирует- 
ся в митохондриях, затем происходит трансляция с образова- 
нием частиц, обладающих инфекционной активностью.) Это 
свойство митохондрий предопределило развитие специальной 
области исследований и дало в руки ученых прекрасное 
средство для изучения таких сложных процессов, как взаимный 
генети‘еский контроль ядра и митохондрии. 

Больших успехов достигла генетика митохондрий. Многочис- 
ленные работы проводятся на митохондриальных мутантах 
дрожжей (мутации, затрагивающие дыхательную цепь, не ве- 
4 к гибели клеток, так как они переходят на бродильный ТИП 
Эмена). В исследованиях на культивируемых т уИго клетках 
аж получить многочисленные митохондриальные мутанты у 
м млекопитающих (в том числе и человека); были получе- 

даже клетки с митохондриями, лишенными собственной 
о следования в области митохондриальной генетики с ис- 
„Льзованием мутантных клеток позволили установить, что 
в тохонлрий свойственны все генетические функции: ре- 
ай репарация и т. д. Было показано, что митохондрии 
нем "> так называемой полярностью, т. е. преоблада- 
типа. _ оереая дочерних клеток рекомбинантов одного 
дения митохондриального генома у животных И 

р равла. ьных клеток в основном идет по материнской линии. 
® ‚ эти данные были получены на ограниченном числе объ- 
НИЯ п елиее время были обнаружены факты наследова- 
. а типов родительских митохондриальных геномов у 

| Раститель клеток и наследование только по отцовской линии В 
ных клетках (секвойя). Для обозначения этого ЯВ- 
123 
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ления — наличия у индивид | 
более одного класса митохок Ума 
ального генома (или генома о 
————__  ропластов; см. ниже) предложе 
7 ЗШеЕНаЛЬНЫЙ термин — тете 

плазмия. 


4 
Исследования в области МИ 
= хондриальной генетики позволил 


м о картировать  митохондриальны, 
=) геномы у разных  объекто» 


| 


РЕ ИР АИ ЧАС ООЧЕЕВ мы 


=. = В частности, имеется полная ха. 
а %.,  рактеристика геномов МИТОХОНд. 
р Е. ие ы рии клеток человека и дрожжей, 
| - й о других организмах существуют 
== ——: 2  отрывочные сведения. 
| | =. в. г арии: = 5 — 
0 о ой г 
а Рис. 41. Участие митохондриального и 
о - 
5 ядерного Ггеномов в синтезе митохондри- 


альных белков. 


1 — цитозоль; 2 — наружная и 3 — внутренняя 
мембраны митохондрии; 4 — митохондриаль- 
ный матрикс; 5— ДНК митохондрий; 6— 
цитоплазматическая и 7 — митохондриальная 
рибосомы. а—з— белки, синтезируемые в 
цитоплазме на основе иРНК ядерного ге- 
нома: а — белки-переносчики внутренней 
мембраны; б — ферменты матрикса; в — фак- 
торы репликации; г — РНК-полимеразы; д-— 
ферменты процессинга РНК; е, ж- белки 
миторибосом; 3 — некоторые — субъединицы 
ферментов дыхательной цепи и АТФ-синтаз- 
ного комплекса; 1 — белки, синтезируемые в 
митохондрии на основе иРНК митохондри- 
ального генома (некоторые субъединицы 
ферментов дыхательной цепи и АТФ-синтаз- 

ного комплекса). 


Объем информации, закодированной в геноме митохондрий, 
относительно невелик; митохондриальный геном, как правило, 
содержит матрицы для синтеза собственных ТРНК и высокомо- 
лекулярных РРИК и некоторых субъединиц ферментов дыха” 
тельной цепи и АТФ-синтазного комплекса. а 

Автономность белоксинтезирующей системы митохондрий 
значительно меньше, чем кажется на первый взгляд. Белковые | 
факторы трансляции митохондриальных РНК кодируются # 
ДНК митохондрий, а ядерной ДНК, т. е. процесс трансляций #3 
митохондриях не может осуществляться независимо от ядерно” 
го генома. Кроме того, в ДНК ядра заключена информация, Не" 
сбходимая для синтеза факторов репликации митохондриальной 
днк, РНК-полимераз, осуществляющих транскрипцию 
митохонлрий, белков, входящих в состав 70 $ рибосом (за 
ключением одного белка малой субъединицы) и большей части 


ипонентор электронтранспортной цепи и АТФ-синтазно!г® 
‘плекса (рис. 41). 
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мя большое внимание УАЗ я В 
белков через митохондриальные мем: 
многочисленные белки дыхательной 
лекса и матрикса проходят в мито- 


ее Вр 
астоящ, 
В измов транслокации 


ИЕ 
еха" “становлено, что 


«НЫ. д 
бра" тф-синтазного КОМП гаружной и 
ее” по-видимому, Е 
‘ой мембран — так назы 


в участках тесного контакта на 
ваемых контактных саитах (рис. 


Рис. 42. Транслокация синтезированных в цитоплазме белков в митохондри- 
альные компартменты. 


1 — наружная мембрана; 2 — межмембранное пространство; 3 — внутренняя мембрана; 
4 — матрикс; 5 — транслоцируемый белок; 6-— сигнальная последовательность трансло- 
цируемого белка; 7 — сайт транслокации. 


42). Здесь находится специальный белок-рецептор молекуляр- 
Ной массой 45 кДа, и образуются специфические каналы. Про- 
цесс этот требует энергии АТФ. Механизм транслокании бел- 
КОВ через митохондриальные мембраны сходен с описанными 
иже механизмами котрансляционного переноса белков через 
мембрану ЭПС — как и в том случае, у транслоцирующихся 
несохондриальных белков выявлены сигнальные последователь- 
ра в матриксе — отрезающие их протеазы. Кроме того, в 
кин транслокации и посттранслокационных превращениях 
уют и другие специальные белки (см. ниже). 
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‘единицы митохондриальных рибосом. 


ВИНЫ ь ых 
Чех В тяжелой цепи отсутствуют спейсеры (некодирующие у 
и. | : 


Зы сы о 


Этим же путем в матрикс могут попадать, по-ВИДИМо, 
иРНК, образующиеся в ядерном аппарате. ь. 

Большинство митохондриальных меморанных ЛИПИлоВ Син 
зируется на ЭПС и встраивается в меморану митохондрий, Г 
пиды поступают к наружной мембране митохондрий (ВИДИМ 
се помощью липидтранспортирующих белков) и попадают 
внутреннюю мембрану через контактные сайты. В митохондр, 
альных мембранах происходит превращение экзогенного фу 
фатидилсерина в фосфатидилэтаноламин и образование из «их, 
портированных» липидов кардиолипина — специфического ЛИПи. 
да внутренней мембраны митохондрий. 

Исследования генома и белоксинтезирующего аппарата ми. 
тохондрий позволили прийти к выводу, что им свойственны нь. 
которые специфические черты. Так, в митохондриях обладает 
существенными особенностями их генетический код: иное зна. 
чение, чем в геномах прокариот, хлоропластов и ядер эукариот 
имеют некоторые кодоны. Универсальный терминирующий ко- 
дон ОСА в митохондриях млекопитающих, дрозофил и дрож:- 
жей кодирует триптофан, а изолейциновый кодон АПЦА — мети: 
онин. Более того, митохондриальный генетический код отлича: 
ется у разных организмов. Так, лейциновый кодон СПА в ми: 
тохондриях млекопитающих и дрозофил также кодирует лей- 
цин, а в митохондриях дрожжей — треонин. Кодоны АСА п 
АЯЧС, несущие в универсальном коде информацию для синтеза 
аргинипа, функционируют как терминирующие кодоны в мито- 
хондриях млекопитающих, кодируют серин в митохондриях дро- 
зофил и аргинин в митохондриях дрожжей. У высших расте- 
ний митохондриальный генетический код совпадает с ядерным. 
Для считывания всех кодонов в белоксинтезирующем аппарате 
митохондрий достаточно всего 22—94 тРНК в отличие от цито- 
золя (где имеется по крайней мере 31 тРНК) и хлоропластов 
(30 тРНК); трансляция в митохондриях происходит с меньшей 
точностью; митохондриальные рибосомы также обладают опре 
деленными особенностями (см. выше). 

Детальный анализ организации митохондриального генома 
человека и дрожжей нанес серьезный удар по представлениям 
об универсальности митохондрий эукариотных клеток. Оказа 
лось, что эти два типа геномов существенно (и, пожалуй, прин 
пипиально) различаются. 

Геном митохондрий человека относят к так называемом? 
«экономному» типу. Основная информация закодирована В * 
желой цепи (Н-цепи) ДНК (в ней локализуются гены двух нк 
сокомолекулярных рРНК, 14 тРНК и 12` генов, кодирующ!” 
иРНК для белков внутренней мембраны митохондрий). & 
кой цепи (Г-цепи) ДНК хранится информация только - 
8 тРНК и одной иРНК для единственного белка малой СУ 


и) и интроны (некодирующие участки внутри 
г о здесь и регуляторных последовательностей. 
и пый нуклеотид входит в состав кодона, содержа: 
о мацию для синтеза белка или ТРНК и рРНК. Гены 

‘его, песредоточены по всей тяжелой цепи, а не собраны в 
„. Репликация ДНК митохондриального генома «эко- 
па происходит по унирепликонному принципу. 
начинается в одной точке инициации и с ДНК 
19 оховлрий образуется два крупных транскрипта —с Н-цепи 
ИТТ гепи, — которые затем обрабатываются эндонуклеазами; 
| скрипта с |-цепи деградирует. Таким образом, по ряду 
признаков организация митохондриального ге- 
цома «экономного» типа сходна с организацией генома прока- 
‘пот. Имеется, правда, и ряд специфических особенностей, на- 
пример наличие В белоксинтезирующей системе митохондрий 
фермента, обеспечивающего полиаденилирование митохондри- 
„льных ИРНК и отсутствующего у прокариот (см. ниже). 
Принципиально иначе устроен митохондриальный геном 
дрожжевых клеток; он относится к так называемому «расточи- 
тельному» типу. В обеих (Н- и Г-) цепях митохондриальной 
ДНК дрожжей существует большой избыток нуклеотидных по- 
следовательностей, не несущих генетической информации: бо- 
гатые АТ-парами участки, интроны и спейсеры. 

Гены, как правило, разделены спейсерами, но некоторые из 
них собраны в группы — кластеры — И считываются полицист- 
ронно. Такой кластер составляют, например, тены двух Типов 
"РНК и ген 21$ рРНК. В одну группу собраны здесь и 16 из 
5 генов, кодирующих ТРНК (в противоположность геному 
«экономного» тина, где гены ТРНК рассредоточены по всей це- 
пи ДНК). В митохондриях дрожжевых клеток имеется 13 то- 
чек инициации транскринции и 4 точки инициации репликации, 
которая идет по полирепликонному принципу. Таким образом, 
по ряду весьма важных признаков митохондриальный геном 
низших эукариот оказывается сходным с ядерным геномом эука- 
рвот. К этим признакам относится болыпшой избыток ДНК и 
наличие интронов (см. ниже). Интересно также, что в мито- 
хондриях дрожжей отсутствует фермент, осуществляющий по- 
лиаденилирование иРНК, который функционирует в митохонд- 
риях клеток позвоночных. 

о Еириальные различия организации митохондриальных 
ан «экономного» и «расточительного» типов можно обЪ- 
рок ть с двух позиций: либо они отражают большую эволюци- 
ку пластичность генетических систем (их общее происхожде- 
В мвость в ходе эволюции), либо, напротив, относи 
В стабильность митохондриальных геномов (уе РОН 
торые их от разных предковых форм с сохранением не 
х признаков исходной организации). 

пользу первого предположения говорит тот факт, что опи- 
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‚нома $. сегеу11ае характерна 
РР Сенная выше М оожжей, Среди них есть как = тей 
которых р. организации близок к иене. = ге. 
сому позвоночных, Так И ВИДЫ, ие промежуточное 
положение. Однако широкий йе ыы. к исследо. 
ванию этой проблемы позволил оонаружи > гы ник МИ. 
тохондриальных геномов и черты, ЕО ее *: о их ЭВо- 
люционной консервативности. К числу таких признаков отно. 
сится относительное постоянство информационной ых ДНК 
митохондрий. Как уже говорилось, в геномах оооих типов 
подавляющего большинства изученных объектов митохондри. 
альная ДНК кодирует все собственные вспомогательные РНК 
белоксинтезирующей системы (две высокомолекулярные РРНК 
и ТРНК} и около 7—-8 белков внутренней мембраны (ферменты 
дыхательной цепи и АТФ-синтазного комплекса). 
Однако и в этом случае не обходится без исключений. Гак, 
в митохондриях растений кодируется низкомолекулярная РНК 
рибосом. В митохондриальных геномах хламидомонады и инфу- 
зории тетрахимены содержится информация не 060 всех 
ТРНК: часть ТРНК, работающих в митохондриях, закодирова- 
на в геноме ядра. А в ядерном геноме трипаносомид представ- 
лена ивформация обо всех ТРНК митохондриальной белоксин- 
тезирующей системы. Существенные различия наблюдаются 
между разными объектами и в кодировании белков дыхатель-. 
ной цепи и АТФ-синтазного комплекса. Таким образом, на фоне 
относительного постоянства информационной емкости мито- 
хондриального генома выявляется и значительная эволюцион- 
ная пластичность этого признака. 


3.3.2. ПЛАСТИДЫ 
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Пластиды—специфические «энергодающие» органоиды расти: 
тельных клеток — подробно рассматриваются в курсах анато- | 
мии и физиологии растений. Поэтому в нашем учебнике им уде_ 
ляется значительно меньше внимания, чем митохондриям. 

Впервые пластиды были описаны А. Левенгуком в 1676 г. 


Интенсивное их изучение началось с конца ХХ в. и продолжа“ 
ется в настоящее время в связи с анализ 


теза. зом процессов фотосин”. 

У высших растений выделяют следующие виды пластид: хл0° 
ропласты, лейкопласты и хромопласты,  Препетов локали сов 
ряд взаимных превращений одного вида пластид в другой. Пер” 
вые имеют преимущественно зеленый цвет, обусловленный при. 
ые бесцветны, а в третьих — кра 
орофилл маскируе’” 


Г 


^^ оееууииниют 


на клетку значительно варьирует: от одной 
в СШМатудотопа$) до десятков и нескольких 
стений). Обычно клетки высших растений 
эт около 30 хлоропластов. Их размеры в среднем со- 
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Рис. 43. Организация хлоропласта. 


1 — наружная мембрана, 2 — межмембранное пространство, 3- внутренняя мембрана, 
4 — тилакоид, 5 — граны, 6 — пластоглобулы, 7 — ДНК, 8 — рибосомы. 


Общий план строения хлоропластов одинаков и у водорос- 
лей, и у высших растений (рис. 43). Подобно митохондриям, 
хлоропласты имеют наружную и внутреннюю мембраны (также 
различающиеся по проницаемости), и строму, содержащую 
ДНК, рибосомы и включения (пластоглобулы, крахмальные 
зерна, белковые кристаллы). Кроме того, хлоропласты имеют 
систему внутренних мембран, формирующих плоские мешочки, 
цазываемые тилакоидами. В строме хлоропласта тилакоиды мо- 
“Ут располагаться поодиночке (агранулярные тилакоиды) или 
собираться в стопки, образуя так называемые граны. Число ти- 
Е в гранах разных клеток может быть неодинаковым, 
а ыке как число гран в хлоропластах. Обычно пластиды име- 

ипсоидную форму. 
ен", о и м. растений, можно изменить 
ров, в том —- а ео 
ого питания, оттока ао е т мери а 

ИЛЬНостТЬ хлоропластов выра» И Е 

ражается еще и в том, что мембраны 


Сосе НИХ 
а хлоропластов могут сливаться; это явление наблюда- 
омощью микрокиносъемки. 
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В мембранах тилакоидов сосредотозее р. р 
ат: белок-пигментные комплексы, электронтрансно тн 
= щая АТФаза. В строме хло . 
цепь и протонтранслоцирую Ц: | 2 б Роплас. 
тов располагаются ферменты цикла Кальвина, необходимые я 
темновой фазы фотосинтеза. В результате поглощения свет 
электроны в хлорофилле переходят на более Высокий энеррь 
тнческий уровень; эта энергия используется при синтезе АТф, 
И восстановителя. № | 
В хлоропластах существуют фотосистемы ри 1 Оборазовац. 
ные двумя формами хлорофилла с различными спектрами по. 
глощения (длинноволновая и коротковолновая системы). Сов, 
местное функционирование этих систем обеспечивает окиель. 
мине воды. В этом процессе принимают участие цитохромы Бо, 
6563, 1557, пластоциан — медьсодержащий белок — и редокс-бел. 
ки ферродоксины, витамин К, (филлохинон) и пластохинон. На. 
званные хиноны родственны убихинону (коферменту (@) дыха- 
тельной цепи митохондрий. 

Переносчики электронов располагаются в мембранах тила- 
Коидов в виде комплексов, наподобие дыхательных ансамблей 
митохондрий. С помощью специальных методов на мембранах 
тилакоидов можно обнаружить сферические частицы, сходные 
с грибовидными телами митохондрий; так же как и последние, 
они представляют собой АТФ-синтазный комплекс. 

‚ Сходство хлоропластов с митохондриями не ограничивается 
общими чертами в организации энергетических процессов. Как | * 
и митохондрии, хлоропласты имеют собственную генетическую | в 


систему — ДНК хлоропласта — и собственный белоксинтезирую- ка 
щий аппарат. Так же как и митохонд 
Этот процесс можно наб 
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ее: деления, однако в ряде случаев (некоторые водорос- 
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реимущественно по отцовской л® 


м, у мит 
следование по материнской ща т ондрий преобладает Н* 


иду, :4 данные по наследованию хл 


, иченном круге объектов т 
авы гомологична ядерной и отличается © 
содержанием ГЦ-пат. ДНК #№ 


кольцевую форму; в ра 
контурная длина ДНК 
Я астов выделенных 
;лоропл = 
петок Как водорослей, 
з „высших растении, со- 
„вляет ОКОЛО 40 мкм. 
р каждом хлоропласте со- 
сржится в среднем несколь- 
ко десятков молекул ДНК. а. ЕЛЕ 
ДНК хлоропластов состо- О и 
ит примерно из 120—200 тыс. У 
нуклеотидных пар; она спо- 
собна кодировать по край- 
ней мере 100—150 белков. 
Организация генома хло- 
ропластов сходна с таковой 
_упрокариот (см. ниже). 


Рис. 44. Транслокация белков в 
строму и тилакоидное простран- 
ство хлоропластов. 

1— цитозоль; 2 — наружная мембрана; 


3 — межмембранное пространство; 4 — 
внутренняя мембрана; 5 — строма; 6 — 
| 


сайт транслокации; 7—9 — транслоци- 
руемый белок (9) с сигнальными после* 
довательностями для переноса в стро- 
му (7) и в тилакоид (8); 10 — тила- 
° КЮидная мембрана; 11 — тилакоидное 10 
пространство. 


Лучше всего изучен геном хлоропластов некоторых высших 
растений и зеленых водорослей. Известна полная нуклеотидная 
Последовательность ДНК и картирован геном хлоропластов та- 
бака и печеночника МагсвапИа ро!утогрва. Эта ДНК коди- 
рует часть собственных РРНК (4) и тРНК (30), около 20 рибо- 
‘омальных белков, некоторые субъединицы РНК-полимеразы, 
Несколько белков, входящих в состав фотосистем Ги П, неко- 
Торые субъединицы АТФ-синтазного комплекса и ее 
электронтранспортной пепи и большую субъединицу ыы 
_ 80 — рибулезо-1,5-бисфосфаткарбоксилазыоксигеназь - т 
белок, слагающийся из больших и малых субъединиц и с 
_Жащийся в строме хлоропластов в больших Ее Е 
ся одним из ключевых ферментов ассимиляции «А ро 
Этого, ДНК хлоропласта, по-видимому, кодирует ооо 9 ие 
_^9в, функция которых пока неизвестна. Информа ня АА ен. 
_`бЗа остальных белков хлоропластов (включая и - 

Ы и внерибосомные белковые факторы трансл 
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в синтезируемые в цито с 
в ДНК ядра. Белки, ру тиые САЙТЫ (рис. ) 


ся в хлоропласты через конта о 


пи так же как у митохондрий, а затем либо 
энер ии, ак - р Г} 


оме (как малая субъединица белка КицЬ15со), либо 


еее `Й 
затрат‹ 1 


‚эаютсЯя В СТР лы стро 7 ЗС 
ен В. внутритилакоидное пространство или встраива. 
тр Никак 2“ -. У > > 9 ^^ й о Вр 

а з мембраны тилакоидов. У белков, встраивающихся В 
тилакоидные мембраны (например, некоторые белки АТФ-син. 


тазного комплекса), помимо сигнальных последовательностей 
для транслокации через наружную и внутреннюю мембраны 
хлоропласта есть еще и короткая сигнальная последователь. 
ность для переноса через мембрану тилакоидов. 

В отличие от митохондрий хлоропласты синтезируют боль. 
шинство своих липидов. 

Таким образом, несмотря на значительное сходство геномов 
митохондрий и хлоропластов в ДНК хлоропластов закодирова- 
но значительно больше информации, чем в ДНК митохондрий. 

Основные характеристики рибосом хлоропластов рассмат- 
ривались в разделе, посвященном морфофункциональной орга- 
низации рибосом. Добавим только, что большая субъединица 
рибосом хлоропластов СШату4отопаз содержит 26 белков, а 
малая — 22, тогда как в рибосомах цитоплазмы клеток этого 
вида насчитывается соответственно 39 (большая субъединица) | 
и 26 (малая субъединица) белков. Хлоропласты включают так- 
же специфические тРНК и иРНК, не обнаруженные в цитоплаз- 
ме. В этом отношении белоксинтезирующие системы хлороплас- 
тов и митохондрий сходны. 

Как уже говорилось, кроме хлоропластов в клетках высших 
растений существуют другие виды пластид. Так, лейконласть— 
бесцветные пластиды разнообразной формы (шаровидные, эл- 
липсоидные и др.) — встречаются в запасающих тканях. В 
лейкопластах питательные вещества откладываются в виде 
включений, содержащихся в строме. Система тилакоидов лейко- 
пластов весьма слабо развита. Хромопласты, содержащие каро- 
тиноиды, имеются в тканях цветков и плодов. В их строме рас- 
полагаются одиночные тилакоиды. 

В клетках зеленых растений постоянно наблюдается про- 
цесс перехода пластид одного вида в другие. Например, лейко- 
лопласты (в основном это осуще Превращаются в ами 

я : осуществляется в темноте). На свету 
лейкопласты способны зеленеть — формиро . И 
превращаться в хлоропласты. В ть = 

процессе развития лепестков 


” 
оглобулы, содержащие карб” 
ЮтТ собой. неактивные дегене 


я фосфорилирования. То, что это происходит, б 
е пнеще в 30-х годах Энгельгардтом. В 50—60-е гг госп 
овала химическая гипотеза сопряжения, у тверждавшая что 
то образуется из промежуточных продуктов, богатых энер- 
ней. Но многочисленные попытки выделить эти соединения ус- 
пеха не имели. - я 

В 1961 г. английскии ученый Питер Митчел предложил чис- 
то умозрительную схему сопряжения, базируясь на следующих 
актах: процесс сопряжения идет только на уровне мембраны; 
промежуточные химические соединения, богатые энергией, вы- 
делить не удается; между многочисленными веществами, разоб- 
щающими процессы фосфорилирования и дыхания, нет химиче- 
ского сходства. Митчел выдвинул хемиосмотическую гипотезу, 
которая постулирует, что ферменты-переносчики электронов 
ориентированы в мембране особым образом, вследствие чего 
протоны, захваченные по одну сторону мембраны и высвобож- 
даемые в ходе окислительно-восстановительных реакций, оказы- 
ваются по другую сторону мембраны; в результате создается 
разность концентрации ионов, т. е. электрохимический потенци- 
ал; энергия окисления переходит в энергию электрохимического 
потенциала. Ясно, что этот градиент может существовать лишь 
при наличии непроницаемой для протонов мембраны. Выравни- 
вание ионных градиентов (возвращение Н+ в матрикс) произ- 
водится другой ферментативной системой (АТФ-синтазой), ко- 
‘торая и осуществляет синтез АТФ, отнимая воду у АДФ и не- 
органического фосфата. Эти представления объясняют, почему 
исчезновение протонного градиента вследствие нарушения це- 
лостности мембраны приводит к подавлению окислительного 
фосфорилирования, что и происходит при действии многочис- 
ленных разобщителей процессов дыхания и фосфорилирования, 
лишенных химического сходства, но обладающих другим общим 
свойством — способностью переносить через мембрану ионы во- 


Дорода, т. е. выравнивать протонный градиент. 

Идея Митчела вначале не привлекла внимания, и в 1966 г. 
Появилась конформационная гипотеза сопряжения, согласно ко- 
Торой =нергия переноса электронов переходит в механическую 
Энергию конформационных изменений компонентов митохонд- 
иальных мембран; «конформационная» энергия передается 
АТФ-синтазе, образующей прочный комплекс с дыхательным 


Ферментом. Релаксация (расслабление) АТФ-синтазы ведет к 
"ИНтезу АТФ. 

— Однако в многочисленных экспериментальных исследованиях 
ВЫявлялось все больше и больше фактов, свидетельствующих В 
У взглядов Митчела, и, наконец, в А дн 
ниусом было представлено наиболее яркое из че 
‹ к тому времени доказательств справедливости = 
типотезы. В своих экспериментах они исполь рык 
мы — пузырьки, образованные путем самосбор 
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Ыло ВыЯС- 


- . |) ие бт ЭН Е 

мбран из отдельных компонентов: в мемораны из фосфоли и. 

‘ов сои были встроены \ТФ-синтаза митохондрии сердца бы, 
ов + 4 и ры отн а 

” взятый в качестве генератора еее тора 

ии = ‚' архебактерии НаюоБазеги 

плазматической мембраны археоактерии п стегиши па 


. | акие пузырьки при освете 
Бит (рис. 45). Оказалось, ме Зе ых Кире. -* может `об 
генерируют АТФ. Ясно, ЧТО бакте] ИО] ОДО Нх ия Е®, МоУАС Е О ра. 


‚ргетических химических с 
зовывать каких-то высокоэнергетиче‹ небо == ‚ соединь 
ний — предшественников АТФ; ясно также, что И 
сонная теория сопряжения здесь не рае оЗннВ риородог 


син в мембране бактерий не контактирует ни с какими друг» 
ми белками. 


= ча 


Ре - | 


Рис. 45. Схема опыта Э. Рэкера и У. Сток 
1 — бактериородопсин; а 


ениуса. 
АТФ-синтаза; 3 — мембрана лнпосомы. 


Таким образом, основная идея х 
оказалась абсолютно справедливо 


аккумулируется в виде эне 


р" вк = Хх © т 


> 
=- 00 


чак 
зак д >". аси 


тало применяться более широко, и к сопрягающим 
преобразующим, мембранам стали относить любые 
ий, , способные осуществлять превращение одной формы 


м ь 
гии в другую с помощью трансмембранной разности потен- 
У тов и прежде всего мембраны тилакоидов хлоропластов. На- 


он, по В. П. Скулачеву, энергопреобразующей мембраной 
вляется И внешняя плазматическая мембрана животных кле- 
ок, Которая использует Мат в качестве иона, сопрягающего 
гидролиз АТФ с транспортом в клетку различных метаболитов. 
Однако в данном разделе мы будем пользоваться термином «со- 
` прягаютие мембраны» в узком смысле, имея в виду мембраны, 
способные осуществлять именно окислительное фосфорилирова- 
ие. К такого рода мембранам, кроме внутренней мембраны ми- 
тохондрий, относятся плазматическая мембрана прокариот и 
внутриклеточные мембраны, образующие хроматофоры фотосин- 
тезирующих бактерий. Плазматическая мембрана бактерий со- 
держит систему окислительного фосфорилирования; по молеку- 
лярной организации эта мембрана сходна с внутренней мембра- 
ной митохондрий. На плазматической мембране бактерий обна- 
ружены грибовидные тельца, представляющие собой АТФ-син- 
тазу. Все эти мембранные структуры способны образовывать 
_ АТФ: во всех этих структурах трансформация энергии осущест- 
вляется по сходным принципам. 

Сопрягающие мембраны характеризуются повышенным со- 
держанием белков (соотношение липид. белок здесь равно 
1:2), низкой концентрацией холестерина и наличием кардиоли- 
пина. Среди белков значительную долю составляют редокс-фер- 
менты: цитохромы, флавопротеины и т. Д. Энергия, сообщенная 
сопрягаощей мембране, может быть использована для совер- 
шения нескольких видов полезной работы и образования теп- 
№ Эо мокее быть химическая работа — синтез АТФ и дру- 
гих макроэргических соединений и перенос электронов против 
термодинамического градиента; электрическая работа — транс- 

_ Мембранный перенос зарядов против электрического градиента 
(образование электрического мембранного потенциала); осмо- 
_ Тическая работа — перенос вешеств через мембрану против кон- 
_ Центранионного (осмотического) градиента. 

И ряде случаев энергия может не аккумулироваться в АТФ, 
а непосредственно использоваться на энергетические потребно- 

_Сти внутриклеточного метаболизма. Так, при активном перено- 
ионов в матрикс митохондрии используется энергия с ды- 
льной цепи — АТФ в это время не образуется. В митохонд- 
могут накапливаться Са?+ и другие двухвалентные катио- 
№№ $5г2+). Катионы накапливаются в основном в ВИДЕ 

1й фосфатных солей, количество которы» варьирует - 

ти от функционального состояния данной И. 
ренцировки ткани; в костной ткани, Ра 
ификация межклеточного вещества, мит 
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_ 2 накапливать Са?+ в больших количествах. Так же Обсто. 
ит дело и в мышечной ткани, хотя в данном случае ОСНОВнЫ 
депо кальция, необходимого для запуска сокращения МЫШЩЬ 
являются [-каналы — видоизмененная гладкая эндоплазматичь, 
ская сеть; тем не менее, митохондрии могут частично брать На 
себя такую функцию. Наконец, иногда требуется на какое-то 
время удалить избыток Са”” из цитоплазмы — это также могуг. 
делать митохондрии. Возможно, что накопление конкреций фос._ 
фата кальция несет еще и регуляторную функцию В процессах 
синтеза АТФ. 

Подобное явление — переход энергии, сообщенной сопряга- 
ющеи мембране, в другой вид энергии без образования АТФ — 
наблюдается и у бактерий, где энергия протонного градиента 
используется непосредственно для обеспечения движения ЖГу- 
тика (см. рис. 23). 

Закономерности транспортных процессов, установленные на 
сопрягающих мембранах, Митчел предложил распространить на 
систему активного транспорта в целом. По его мнению, все 
разнообразие процессов аккумуляции веществ в живых систе- 
мах обеспечивается, как правило, работой одного из двух ос- 
новных механизмов активного транспорта. Первый из них— 
протонный насос, локализованный в сопрягающих мембранах, 
т. е. во внутренней мембране митохондрий и хлоропластов и 
плазматической мембране бактерий. Другой механизм — натри- 
евый насос, представленный К-Ма-АТФазой, обеспечивает ак- 
тивный транспорт ионов Ма+ через мембрану. Прочие вещества 
транспортируются против градиентов концентрации за счет 
электрохимического градиента ионов Н+ (сопрягающие мембра- 
ны). или ионов Ма+. Одним из доказательств справедливости 
этой концепции является транспорт лактозы в клетки Е. сой. 
Движущей силой транспорта лактозы против концентрационно- 
го градиента служит электрохимический потенциал Н+, созда- 
ваемый на плазматической мембране бактерии в результате ды- 
хания или гидролиза АТФ. Лактоза соединяется с переносчи- 
ком, который присоединяет также и ион Н*. Перенос получен- 
ного комплекса идет по электрохимическому градиенту Н} и на: 
поминает перенос остатков жирных кислот в митохондрию по” 
‘средством карнитина. Это свидетельствует о значительной уни 


сальности такого механизма транспорта. = 
е один пример, подтверждающий широкое распростране 
бного механизма, — наличие электрохимическото о, 
и лазматической мембране Зфтеросос» 
ственным механизмом энергообесте" р 
лиз; дыхательное фосфорилирове 
е менее электрохимический поте’ 

—# 8) ерживается 

к а. В таких мем раиа. 
ыполнять своей основной фу 


< 


? ‚— служить а звеном между перенос 
6 азованием Е И мембранный потенциал Эм электронов 
ому, создается специально для транспорта и здесь, ПО-ВИДИ- 
Способность трансформировать Не 
сальной для всех сопрягающих мембран; эне является универ- 
сом сопряжения служит мембранный а бази- 
Мембранный потенциал ген РР 
ерируется на любой из 
ных систем, если она способна осуществлять эне мембран- 
пряжение. Этот вывод оказывается справедли ргетическое со- 
от степени сложности системы сопряжения тт и 
хондрии или фрагменты мембран), положения об ктные мито- 
люционной лестнице, хара ел. 
‚ характера энергетических ресурсов (суб 
страт окисления, свет, АТФ). 2”: 
ых и. генерации мембранного потенциала в ми- 
: р ы опитающих и хроматофорах фотосинтезирую- 
щих бактерий является одним из наглядных примеров общно- 
Еее тов трансформации энергии в мембранных структу- 
Е живой клетки. Другой яркий пример — взаимозаменяемость 
елковых сопрягающих факторов, необходимых для фосфорили- 
рования во фрагментах бактериальных мембран и в частицах 
митохондрий млекопитающих; подобная замена может быть, на- 
пример, произведена и между митохондриями клеток печени 
крысы и Езспег1сШа со|. 

Как отмечалось выше, обнаруживается сходство и на моле- 
кулярном уровне организации систем, обеспечивающих энерге- 
тическое сопряжение (эволюционная консервативность компо- 
нентов дыхательной цепи и АТФ-синтазного комплекса). Еще 
одним примером подобного рода является организация фотосин- 
тетического реакционного центра пурпурных фотосинтезирую- 
щих бактерий — белкового комплекса, локализованного в мем- 
бране и содержащего три субъединицы (Н-, М- и Г-), по край- 
ней мере, две из которых (М- и Т.-) эволюционно консерватив- 
вы (у хлоропластов гомологичная пара белков входит в состав 

тосистемы И). Такая же гомология существует и между ком- 
понентами реакционного центра [ фотосистемы хлоропластов и 
единственной фотосистемы зеленых одноклеточных бактерий 
ого, а также недавно открытых гелиобактерий. У зеле- 
Чых нитчатых бактерий СНогоЙехиз единственная фотосистема 
`<Ходна с фотосистемой П хлоропластов. Все эти факты иллюст- 
ируют вариации в организации систем энергетического сопря- 
ения: так, электроны при бактериальном фотосинтезе поступа- 
от легкоокисляющихся субстратов и в данном случае впол- 
‚ достаточно фотосистемы, поглощающей свет в дальней к 
Юй области спектра. Об этом же свидетельствует и разнообра 


3 Д. ы: змов И 
‘ие дыхательных цепей, встречающихся у разных органи „в 
‘личающихся по субстратам, длине, терминальным акцепто] 
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Е сопряжения все еще далеки от разрешения и ЯВЛЯЮТе 1 
предметом интенсивных исследовании, более того, как уже Го. 
ворилось, точно неизвестен и механизм синтеза АТФ на Уров 
АТФ-синтазы. Не менее принципиальное значение имеет 
яснение того, является ли Нт единственным сопрягающим 
ионом, как считалось по классическим представлениям, В ПО. 
следние годы появились данные о том, что во многих случая | 
ион Мат заменяет ион Н* в процессах, связанных с превраще. 
ниями энергии. [Гак, у ряда бактерий показано существование 
сопряжевного с дыханием транспорта Ма*; удалось также ВЫ: 
делить Мат-транспортирующую МАРН-хиноноксидоредуктазу 
По-видимому, возможно и сосуществование в мембране Ма+. и 
"-транспортирующих дыхательных цепей. | 

В мембранах морской бактерии Уго а|ошто!уНсиз обна. 
ружена Ма!-АТФаза, чувствительная к ДИКД и похожая по 
субъединичному составу на Е!-фактор; этот фермент катализи- 
рует образование АТФ из АДФ и фосфата, транспортируя в" 
цитоплазму ионы Ма*, выбрасываемые из клетки в процессе де: 
карбоксилирования субстрата. Интересно отметить, что в от. 
сутствие Мат Ма!-АТФаза может переносить ионы Н+. | 

Кроме того, движение жгутика ряда бактерий может осно- № 
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> чужой) — СЛУЖИТ представление о том, что проэукариот- 
нос? ‚летка приобрела эндосимбионта, сходного с бактериями и 
дающего дыхательной активностью, или фотосинтезирую- 
эндосимбионта, возникшего от оксигенных фототрофных 
ы ® = ЯСТЯЕ А я р р 1 ‹ 1 
бактерий. Эти представления разовый на морфофункцио- 
альНоЙ конвергенции, существующей между митохондриями и 
зоробными бактериями с одной стороны, и между хлоропласта- 
ин оксигенными фототрофными бактериями, с другой. Такие 
Вагляды были подробно и последовательно развиты в работах 
Л. Маргелис. В пользу этой точки зрения говорят следующие 
акты: определенная близость организации генома митохонд- 
нй и прокариот; кольцевая ДНК, связанная с мембраной; по- 
добие генетических свойств митохондрий и бактерий; одинако- 
вый способ размножения — деление, одинаковая чувствитель- 
ность РНК-полимераз бактерий и митохондрий к антибиотикам; 
спределенное сходство белоксинтезирующих систем, например, 
инициация синтеза с формилметионил-тРНК; взаимозаменяе- 
‘мость белковых факторов инициации и элонгации у митохонд- 
рий и бактерий и ее невозможность для митохондрий и цито- 
плазмы и т. д. 

Однако столь же весомые аргументы свидетельствуют и про- 
тив симбиотической теории. Например, объем генома и соответ- 
ственно генетической информации у митохондрий и прокариот 

значительно различается; интронная структура генома свойст- 
венна митохондриям и не характерна для прокариот, сущест- 
рует жесткий контроль за деятельностью митохондриального ге- 
нома со стороны ядра; многие РНК и белки митохондрий коди- 
руются ядром; иРНК митохондрий содержит большое количест- 
0 полиадениловых остатков, что характерно для эукариот, но 
не прокариот; белоксинтезирующий аппарат митохондрий (в 
том числе и рибосомы) значительно отличается от прокариот” 
ного; генетический код митохондриального генома уникален 
ит. д. 
° Теория, постулирующая автогенетическое происхождение 
митохондрий и хлоропластов, предполагает эндогенную ком- 
Партментализацию протоэукариотной клетки, в которой диффе- 
Тенцировались соответствующие системы, впоследствии конвер- 
Ировавигие с прокариотами. По этой теории протоэукариотная 
ТК — высокоорганизованная аэробная система с дыхатель- 
ми ферментами в плазматической мембране, — была значи- 
но больше по размеру, чем современные прокариотные 
. Среди изменений, сопутствовавших увеличению 65 
разрастание респираторной поверхности, ко- 
опровождалось вначале инвагинацией плазматической 
я, а затем отшнуровыванием инвагинировавших участ- 
ацией замкнутых пузырьков. (В пользу этон точки 
видетельствовать тот факт, что В цитоплазме у 
риот обнаруживаются мембранные структуры.) 
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Множество аргументов, обосновывающих теорию автогене_ 
оАкЕ происхождения митохондрий и хлоропластов, приво.. 
ВЕ х обзорах Л. Н. Серавин, рассматривая этот вопрос 
оба = биогенеза митохондрий, но и как об. 


не только относительно ей пения 
ЩУЮ проблему эволюции клеток. С его а Ее ХоДСТво 
В ‘организаций геномов и сопрягающих меморан органелл мо. 


жно объяснить общностью их происхождения и реек е- 
люцией в прогенотном состоянии. Однако такое сходство мо- 
гло возникнуть и как новообразование на одной основе в двух 
или даже трех параллельно эволюционирующих системах (про- 
зубактериальных, проархебактериальных и проэунарие ана 
Именно так рассматривает Л. Н. Серавин происхождение хло- 
ропластов и митохондрий. По его мнению, эти органеллы не- 
сомненно имеют автогенетическое происхождение и их схолд- 
ство с бактериями обусловлено именно явлениями параллелиз- 
ма на мембранном и молекулярно-генетическом уровнях. 
Согласно симбиотической теории взаимоотношения генома 
органелл и ядра выглядят следующим образом. Большинство 
генов возникшего эндосимбионта были вскоре либо перенесе- 
ны в ядро, либо утрачены вообще. Некоторые из них могли 
быть функционально заменены предсуществовавшими ядерны- 
ми гепами. В эволюции растений можно найти примеры по- 
добных преобразований. Так, ген, кодирующий фактор элонга- 
ции белоксинтезирующего аппарата хлоропласта, содержится 
в ДНК хлоропласта у харовых и зеленых водорослей; у на- 
земных растений он находится в ядерном геноме. Его нет в 
ДНК хлоропласта уже У печеночников — это одна из первых 
ветвей наземных растений. У ряда паразитических растений 
происходит полная потеря способности к фотосинтезу; при 
этом некоторые из них не имеют хлорофилла, другие лишены 
каких-либо ферментов фотосинтеза, например РиЬ!зсо. Соот- 


Так, хлоропласты нефотосинтезирующего корневого паразита 
ЕрНавиз УИвИИсо утратили почти все гены, отвечающие за 
фотосинтез (около 30), и ряд других — размер ДНК его хло- 
ропластов составляет около 70 килобаз, тогда как размер 
обычного пластидного генома — 120—220 килобаз. В то же 
ея: СВО 93 Ролетвенных форм также паразитической, 
но обладающей способностью к фотосинтезу — хлоропласты 
ет ыы? ‘енов фотосинтетического аппарата. 
я Кариот обна пие 
пофунхпновирующих нуклеотидиых после, также обилие 
ганелльного» типа — т. е, характерны | 
Однако все эти данные, вероятно, можно объяснить и па“ 
раллелизмом на молекулярно-генетическом 
веским доказательством эволюционного родства организмов В 
настоящее время служат данные по молекулярной гомологий. 


= _ Степень гомологии рРНК У митохондрий и пурпурных 


ий весьма высока; однако наиболее ВЫСОК п 

рРНК у хлоропластов и цианобактерий: мо 
молоГ признаку между двумя группами цианоб. ей 
том значительно больше, чем у цианобактерий 


к. Эти данные (как и многие другие) учитывает комбиниро- 
‘ная теория происхождения энергопреобразующих органелл 
„хтулирующая ксеногенетическое происхождение хлороплас. 
в и автогенетическое — митохондрий. 

К сожалению, все теории происхождения клеточных орга- 
елл относятся к числу тех, которые в настоящее время нель- 
я ни полностью подтвердить, ни целиком опровергнуть. Мо- 
жно лишь сказать, что эволюция органелл — длительный и 
очень сложный процесс, многие детали которого нам совер- 
шенно не известны. А это как раз та ситуация, в которой воз- 
никают самые различные интерпретации и гипотезы. 

С общецитологической точки зрения результаты сопоставле- 
ний белоксинтезирующих систем прокариот, эукариот, мито- 
хондрий и хлоропластов представляют большой интерес не 
только для выяснения их родственных отношений. В случае 
справедливости симбиотической теории происхождения орга- 
нелл приведенные выше факты о подчиненности их белоксин- 
тезирующего аппарата генетической системе эукариотной клет- 
ки показывают, какую огромную роль играют интегративные 
клеточные механизмы в эволюции этих симбиотических орга- 
челл эукариотных клеток. 

Некоторые элементы подобной эволюции удается наблю- 
дать на одной из линий амеб, культивируемых в течение мно- 
их лет в лабораторных условиях. В цитоплазме этих амеб 
обнаруживаются два рода образований: ограниченные мембра- 
Ной плотные тела, содержащие ДНК, и бактерии, вокруг ко- 
торых формируется специальная изолирующая мембрана. Эти 
бактерии сохраняют жизнеспособность только в цитоплазме 
амеб данной линии и при их размножении передаются дочер- 
Пим клеткам. Предполагают, что в данном случае мы имеем 
дело с ранним (бактерии) и более поздним (плотные тела, 
‘одержашие ДНК) этапами подчинения симбионтов интегра- 


ТиВН анизмам эукариотных клеток. 
В нций Е еоческой теории происхождения и Зо 
Юции митохондриальных белоксинтезирующих систем к 
Ринципиальное сходство и с прокариотными, и с Каро 
системами также представляет большой паек 
и интерес и может быть объяснено следующим нк ее 
„ Даниом случае, по-видимому, имеет место рада отн ре 
„Икновение белоксинтезирующего аппарата по о рыжея ыы 
‹“Х живых систем типу. Отмеченные выше судей И 
юти митохондриального белоксинтезирующег щение 
яние его от таковых У прокариот и в цито 


в организации 
и третью модификацию 
` вот еще одну, тр 141 


Е бслоксинтезирующих систем, реализуемую - основе прин 
ниально общих элементарных механизмов. нстественн 


сравнительный анализ таких механизмов во всех разновидно.. 
стях белоксинтезирующих систем очень важ Н ДЛЯ разработки 
этой одной из наиболее кардинальных проблем современной 


› 


биологии. 


34. МЕМБРАННЫЕ ОРГАНОИДЫ МЕТАБОЛИЧЕСКОГО 
И КАТАБОЛИЧЕСКОГО ОБМЕНОВ 


3.4.1. ЭНДОПЛАЗМАТИЧЕСКАЯ СЕТЬ 
(ЭНДОПЛАЗМАТИЧЕСКИЙ РЕТИКУЛУМ) 


Эндоплазматическая сеть (ЭПС) — сравнительно «моло- 
дой» мембранный органоид. История ее изучения началась с. 
внедрения в практику цитологических исследований методов 
ультраструктурного анализа. Открытие эндоплазматической 
сети и доказательство наличия ее во всех эукариотных клет- 
ках нанесли серьезный удар по взглядам на цитоплазму как 
на бесструктурную коллоидную систему и легли в основу сов- 
ременных представлений о трехфазной организации цитоплаз- 
мы и универсальности принципа компартментализации и. 
структурированности биохимических процессов. 

Существуют две разновидности ЭПС: шероховатая и глад- | 
кая (рис. 46); они ограничены мембраной толщиной 6—-7 нм. | 
Шерохсватая ЭПС представляет собой уплощенные цистерны, | 
на поверхности которых располагаются многочисленные рибо- } 
сомы. Гладкая ЭПС, как правило, представлена тубулярными 
образованиями — системой переплетающихся трубочек, кана-. 
лов и гузырьков небольшого диаметра. Между шероховатой и 

ладкой ЭПС существует структурная взаимосвязь вследствие 
прямого перехода мембран одного типа в мембраны другого; 
каналы и цистерны этих разновидностей ЭПС не разграниче- | 
ны специальными структурами. В некоторых клетках можно 
выделить промежуточный тип эндоплазматической сети, пред 
ставляющий собой часть шероховатого ретикулума, утративше- 
го рибосомы. Обычно такая сеть контактирует с аппаратом. 
Гольджи. Именно в этих участках ЭПС происходит образова’ | 
ние транспортных пузырьков, обеспечивающих связь ЭПС 
апларатом Гольджи (см. ниже). 

Развитие двух типов эндоплазматической сети в онтогенезе | 
идет не одновременно. Так, у гепатоцитов в эмбриональном 
гистогенезе гладкая ЭПС возникает только на относительй 
поздних этапах развития, когда клетки уже обладают хорош” 
выраженной системой шероховатой ЭПС. с. 
_ Несмотря на структурную связь, обе разновидности Эра 
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ВР, 


} дставляют собой достаточно дифференци 
№ стаболического аппарата, обеспечива 
5 ах ФУНКЦИЙ. 

аЗНЫ: . ь К 

Одна из главных и важнейших функций 
„тС— обеспечение синтеза белков на прикреплен 
ах И внутриклеточного их 
транспорта. Выделяют три 
иновные группы таких 
белков: 1) секреторные бел- 
к транспортирусмые вВ0  ероиииниеаьы 
внеклеточное пространство; призер, 
9) некоторые белки клеточ- ив. 
ных мембран; 3) специфи- 
ческие белки внутренней 
фазы мембранных органои- 


рованные органои- 
ЮЩие выполнение 


шероховатой 


дов (ЭПС, аппарата Голь- 5 
Джи, лизосом и матрикса 2-е 
митохондрий). З 


Степень развития шеро- 
ховатой ЭПС может варьи- 
ровать. Так, в клетках, спе- 
Циализированных на про- 
цессы синтеза и секреции 
специфических белков, не- 
0бходимых для реализации 
общих функций организма Рис. 46. Шероховатая (1) и гладкая 
(например, в экзокриновой (2) эндоплазматическая сеть. 

Части поджелудочной же- 

1езы позвоночных), шероховатая ЭПС представлена комплек- 
м уплощенных цистерн, расположенных в базальном отделе 
Клетки; причем ее цистерны занимают здесь основную часть 
`Цитоплазмы. Число прикрепленных рибосом в этом слу- 
Чае настолько велико, что они образуют сплошной слой, кон- 
Тактирующий с таким же слоем рибосом соседней мембраны. В 
Других клетках шероховатая ЭПС может быть представлена 
диночными цистернами, разбросанными по цитоплазме. 

Шероховатая ЭПС может специализироваться на синтез и 
‘Ранспортировку как одного вида белка (например, в плазма- 
х клетках лимфоидной системы позвоночных), так и не- 
. В последнем случае возможны два варианта осущест- 
Ультисинтетической деятельности клетки: без видимой 
ской дифференцировки белоксинтезирующего аппа- 
орные клетки поджелудочной железы, гепатоциты 
отчетливой дифференцировке шероховатойи сети и 
джи на различные участки соответственно ра 
тываемого клетками белкового секрета ты 
‘слюнных желез некоторых двукрылых 


у. 


= 


и Большие успехи достигнуты за п - - иЗучени, 
тонких механизмов работы шероховатои . ще в начал 


70-х годов было обнаружено, что легкая цепь боба 
нов сначала синтезируется на прикрепленных р мах шерц, 
ховатой ЭПС в виде длинного предшественника, а конечныя 
продукт -— более короткая ЦЕН Оба цистернах 
шероховатой ЭПС. Затем оказалось, что это хар рно И для 
многих других белков. Именно таким путем синтезируются сек. 
реторные белки, гидролитические ферменты ПИН И некото. 
рые интегральные белки мембран. Все они содержат так назы. 
ваемую сигнальную последовательность: как правило, это 15— 
30 гидрофобных аминокислотных остатков на М-конце, которые 
обычно отрезаются в полости цистерны. Иногда этот сигналь- 
ный участок сохраняется в зрелом белке, не всегда он распола- 
гается на №-конце, в некоторых случаях в молекуле существу- 
ет несколько сигнальных последовательностей для каждого из 
транслоцируемых через мембрану доменов белковой цепи. Сиг- 
нальные участки различных белковых цепей не гомологичны по 
первичной структуре, но все они образуют сходную третичную 
структуру. Эти участки узнаются специальными рибонуклеопро- 
теидными частицами — 5КР (31спа| гесосп! Чоп рагИсе), имею- 
щими константу седиментации 115$ и состоящими из шести по- 
липептидов молекулярной массой от 9 до 72 кДа и одной мо- 
лекулы 75 РНК из 300 нуклеотидов. 

Свободные $КР в цитоплазме находятся в равновесии с 
ЪКР, ассоциированными с рибосомами. При появлении сигналь- 
ной последовательности сродство $ВР к рибосоме возрастает. 
Связавшись с только что синтезированной сигнальной послело- 

_ вательностью, КР останавливает элонгацию. Затем рибосома с 
_ ЭКР подходит к мембране ЭПС, где локализуется интегральный 
® мембранный белок 72 кДа, узнающий $ВР — ЗЮР-рецептор, или 
° причальный белок (4осК те ргофет). 
°— _ ЭВР-рецептор имеет крупный цитоплазматический домен, со- 

_ держащии аминокислотные последовательности, гомологичные 
щимся с нуклеиновыми кислотами. Этот до- 


_ белкам, связываю 
м взаимодействует с 7 $ РНК, входящей в 50- 
_ став 5КР, ассоциированной с рибосомой. | 


_ мен, по-видимому, 


: ‚осле того, как взаимодействие п 
ое ЗКР, 5КР-рецептором и рибосомой на 
_шись от рибосомы, переходит в г 


роизошло, связи между 


ся 5КР-рецептор свободно пе 


которых и отрез ю п 
ОСТЬ. резает сигнальну „3 
а в рибосома, по-видимому, взаимодей | 

ГРальными белками мембраны, удерж!’_ 


ОАО ы = А 


е на поверхности цистерны ЭПС. Э 

Иаивали РУ ети ны массой 65 н 6 
АХ модействия. Е доказательств г кДа — ри- 
пре .. ая появился рибосом с мембраной пока ей 
следнее а Ёлся новый кандидат на эту нет. В по- 
ной массой 180 кДа, имеющий, как и Рост белок 
Рецептор, 


„олекуляР ея 
‚крупный нитоплазматический домен. 


ими @ 
ранее при- 


Рис. 47. Сигнальная гипотеза. 
4 —$КР-рецептор (причальный 
6 — комплекс сигнальных 
щего пептида; 9 — до- 
брана ЭПС. 


Чепт 
идаз; 7 — растущий пептид; 
лихолф 


ым и универсальным шагом котрансля- 
щей во время трансляции) обработки 
цистернах шероховатой ЭПС, яв- 


альных последовательностей- 
остатку белка при- 


как правил>, Г-З 
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к образом, перв 
ый (т. е. происходя! 
атс (рис. 47), идущей в 
_ Затем отрезание пептидазами сигн 
| к аспарагиновому аминокислотному 


` диняется сложный олигосахарид, состоящий, 


Е % | 
ее Заказ № 140 


а 


Рис. 48. М-гликозилирование аспарагинового остатка 
ческой сети. 
Азп-асиарагиновый остаток, аа — прочие аминокислотные остатки. ОС1с — глюкоза, 


С1сМАс —М-ацетилглюкозамин, Мгп > манноза. Пунктирной линией обозначены остатки 
сахаров, удаляемых в ЭПС, жирной — пятичленный кор. 


белка в эндоплазмати- 


двух остатков М-ацетилглюкозамина девяти остатков манно- 
зы и трех глюкозы. Олигосахарид собирается на внутренней 
поверхиоч-иемоаны ЭС. взаимодействуя с липидом доли’ 
холфосфатом, и с помощью ‘ликозилтрансферазы переносится 
на синтезирующийся белок, Связываясь с МН -группой аспараги” 
на. Этот процесе носит название М -гЛикозилирования (рис. 4 
- Впоследствии все три глюкозных остатка и один из маннозных 
отрезаются и белок "Ранспортируется в аппарат Гольджи, Г 
с ним происходят дальнейши 


превращения, которые 6 дут ра’. 
и в соответ р у | 
мотрены нам ТВУЮЩем разделе (см. ниже). | 


А даАИВН 
НА ЕК 


’ В шероховатой ЭПС производится также и 
разнообразная 


_ еОВеРАЮРЬ (т. г. происходящая после За 
‘ансляции) обработка белка: присоединение к и. --— 
ЫМ МО- 


В цистернах шероховатой сети осуществляется также и 1 
вильная укладка синтезированных белковых молекул оО 
обеспечивается белком ВР (Ыпашсе ргоеш или а 
белок — см. ниже), содержащимся в полости цистерны. 


Рассмотренный выше механизм транспорта белков через 
мембраны шероховатой ЭПС, основанный на наличии у них до- 
полнительных сигнальных последовательностей, широко исполь- 
зуется при синтезе и внедрении в мембраны разнообразных 
мембранных интегральных белков — как с одним, таки с не- 
сколькими гидрофобными участками. У многих из них также 
имеется одна или несколько сигнальных последовательностей, 
которые отрезаются в процессе посттрансляционной обработки 
с помощью соответствующих пептидаз. 


В настоящее время идут интенсивные исследования конкрет- 
ных механизмов всех этих процессов. Детализированы строение 
и функция белков ЗВР. Оказалось, что они образуют два ес- 
тественных мономера (54 и 19 кДа) и два гетеродимера (9/14 
т 68/72 кДа), способных к самосборке и восстановлению функ- 
циональных свойств ЭКР. Выяснена также конкретная роль 
их субъединиц на разных этапах функционирования 5КР: мо- 


номер 54 кДа узнает сигнальную последовательность, димер 
9/14 кДа останавливает элонгацию, а димер 68/72 кДа отвеча- 
ЕТ за вачало транслокации. Однако, несмотря на существенные 
достижения в анализе трансмембранного транспорта белков, 
ивогие детали этого процесса все еще остаются невыясненными. 


— Протеинтранслоцирующие системы подобного рода, по-види- 
иому, достаточно универсальны. Так, сходным образом осуще- 
ляется перенос белков через мембрану хлоропластов и ми- 
ондрий (см. выше). У грациликутных бактерий обнаружены 
темы, обеспечивающие перенос белков наружной мембраны 
виплазматического пространства через их внутреннюю еле 
ическую мембрану к месту назначения. У этих и © 
ых белков имеются сигнальные последовательности, в 
зматическом пространстве обнаружены две разиваз: не 
ческих пептидаз, отрезающих «сигналы», показано, 
ах, в цитоплазме бактерий СЬР. То есть комп реа 
анслоцирующих систем прокариотных ие собой 
овым у эукариот, по-видимому, представляя и 
механизма, обеспечивающего п к <ВР-ре- 


{9,9 


эволюции, а такие компоненты, 


- р 
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“Центоры (причальные белки) или рецепторы рибосом ЯВЛЯЮТ 
специфическим приобретением эукариотных клеток. Я 


° Таким образом, одной из важнейших функций шероховатой 1 


ЭПС является ко- и посттрансляционная обработка, транспорт. 


И начальные этапы сортировки большинства синтезируемы» 


клеткой белков (лизосомальных, секреторных и большей Части | 


мембранных интегральных белков). 

Еще одна важная функция ЭПС — участие в метаболизме 
липидов. В мембранах эндоплазматической сети (преимущест 
венно гладкой) происходит синтез почти всех липидов клетон. 
ных мембран. Синтез липидов происходит обычно в несколько 
этапов и катализируется ферментами, локализованными в ли. 
пидном слое мембраны. | 

Например, образование фосфатидилхолина идет в три эта- 
па. Вначале из глицерофосфата и жирных кислот с помощью 
мембранного фермента ацетилтрансферазы синтезируется и 
встраивается в мембрану гидрофобная Фосфатидная кислота, 
та следующем этане под действием фермента фосфатазы фос- 
фатидная кислота превращается в диацилглицерол. И, нако- 
нец, молекула диацилглицерола, присоединив холин с помощью 
фермента холинфосфотрансферазы, превращается в фосфати- 
ДИЛХоОЛИН. 

Именно такая, структурированная на мембране, сборка мем- 
бранных липидов и создает предпосылки для образования и 
поддержания асимметрии билипидного слоя естественных кле- 
точных мембран. Тем не менее, поскольку синтез липидов про- 
исходит обычно в монослое, контактирующем с цитоплазмой, 
должны существовать механизмы их транслокации из этого 
слоя в наружный монослой мембраны. Действительно, в мем- 
бранах ЭПС работают соответствующие липидтранслоцирую- 

_ щие белки («флиппазы»), обеспечивающие такие перемещения 
° липидных молекул и тем самым активно поддерживающие 
мметрию липидного состава в двух слоях мембраны. Кроме 

о, имеются еще и специальные белки-переносчики, отвеча- 

транспортировку липидов из мембраны ЭПС в мем- 
органоидов. * 

вития гладкой ЭПС (так же, как и шероховатой) 
В разных типах клеток, так и в одной клетке В 
вий среды. Очень хорошо выражена глад” 
‹ позвоночных, где она специализирова" 
ных продуктов метаболизма и токси 
в кровяное русло. При деиствии бар 

тадкая ЭПС гепатоцитов В 5: 
здвое, впоследствии возвращаяс” 


гок сети уничтожается ав г 


й сети осуществляются ыя 
ферментов семейства и а 


течение — 


омов Р45. При этом вредные для клетки липофильны 
О пения переводятся в водорастворимую фо льные со. 
еди . 


.. МУ И экск 
она ^^ № ы. экскретиру- 
‘анизма с мочой. Ци’ р : ру 
из Ор! 1Н] [итохромы | 450 Имеются ПОЧТИ ВО 


ка ях полистать. доке у растений. В некоторых 
(кора д’: а че -х, ТИ ферменты локализованы в 
| эндриях. * ›лактерии Рзеи4отопаз риа цитохром Р,: 
р те жится В растворенном виде в цитоплазме. Встраивание 
пермента В мембраны, по-видимому, обеспечило ЭВОЛЮЦИОННО 
продвинутым формам более высокую специфичность и более со- 
вершенную регуляцию метаболических реакций. 

Еще один пример специализации гладкой ЭПС обнаружива- 
вся в клетках коры надпочечников позвоночных животных. 
Здесь ЭПС осуществляет синтез предшественников стероидных 
гормонов и представлена системой густо расположенных и пере- 
плетающихся трубчатых структур. Аналогичное строение имеет 
гладкая ЭПС в клетках растений, синтезирующих терпеноиды. 
Последние находятся в биохимическом родстве со стероидными 
тормонами. 

На основе гладкой ЭПС в клетках могут формироваться и 
другие специализированные структуры. Так, в хлоридных клет- 
ках жаберного эпителия костистых рыб образуется трехмерная 
‘разветвленная сеть трубочек — тубулярный ретикулум, прони- 
зывающий всю цитоплазму и обеспечивающий транспорт 
ионов — основную функцию хлоридных клеток. При адаптации 
рыб к гипертонической среде происходит гипертрофия тубуляр- 
ного ретикулума, отвечающего за выведение ионов из клетки. 

Еще один пример специализированных структур, образован- 
НЫх на основе гладкой ЭПС, можно найти в мышечной ткани. 

В поперечно-полосатых соматических мышцах позвоночных 
Гладкая ЭПС образует по ходу миофибрилл мышечного волок- 
на в определенных районах каждого саркомера (участка с пра- 
Вильным расположением актиновых и миозиновых протофиб- 
рилл) систему расширенных цистерн, именуемых Г-каналами. 
_\воей внешней стороной они контактируют с Т-каналами (попе- 
речными впячиваниями плазматической мембраны). В этих уча- 
`ТКах в примембранной гиалоплазме обнаруживаются характер- 
е электронно-плотные структуры, связывающие мембраны Т- 

1налов и образованные прилегающими друг к другу над- 
нными участками молекул интегральных белков. Эти 
Т-каналах представлены дигидропиридиновыми рецеп- 
азванными так за способность специфически связы“ 
гидропиридином. Их молекулы содержат гидрофоб- 
ьные участки, пронизывающие мембрану около Де` 
ляются натриевыми каналами. В состав мембра- 
ходят так называемые рианодиновые рат 
ское сродство к алкалоиду рианолину. = 
бране строго упорядоченно. Каждый еже 
бой тетрамерный белковый комплекс, 
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НЫ 
яший из одинаковых полипептид 


сой 400—450 кДа, семь раз п 


` ‚ (рис. 
ющих правильную структуру (р 
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х единиц молекулярной мас $ 
рошив 


давно в немышечных клетг 


мембранах ЭПС и ее произ- 
- . водных — органоидов каль 


_ является взаимоде 


ающих мембрану и Образу. 
9). По своей организаини 
они напоминают холинре| 
нептивные белки постсинац. 
тических мембран (см. вы. 
ше). Рианодиновые рецепте. 
ры являются, по-видимому, 
регулируемыми ИОННЫМИ 
каналами и служат для вы- 
хода в цитоплазму Са? в 
ответ на сигнал (нервный 
импульс), который переда- 
ется при помощи натриевых 
каналов — дигидропириди- 
новых рецепторов — Т-си- 
стемы — на мембраны 1- 
системы. 

Сходную с рианодиновы- 
ми рецепторами структур- 
но-функциональную органи- 
зацию имеют и кальциевые 
каналы, обнаруженные не- 


ках самых различных орга- 
низмов. Они расположены в 


цийсом, — представляющих 
собой специализированные 
депо Са?т, и служат для вы" 
вода кальция в цитоплазму_ 
в ответ на сигнал, которым 


д р? 


полости кальциевых депо — будь то специализированные 
о емы (кальцийсомы, Г-каналы) или цистерны ЭПС — сосре- 
й овены кальтийсвязывающие белки — кальсеквестрин и др., 
Р идимому, регулирующие (ограничивающие) количество не- 
В анного и способного к выходу в цитоплазму Са?+. 


Е. т 
ты 


= и 


Е — —^\ 


Е ный ВЕ язь 
и 


50. Схема работы рианодинового рецептора (А) и рецептора к инози- 
толтрифосфату (Б). 


тидропиридиновый рецептор в мембране Т-канала; 2 — рианодиновый рецептор в 
е 1.-канала: 3 — рецептор к инозитолтрифосфату; 4 — полость |. -канала; 5 — 
теточное депо Са?'; 6 — Са-АТФаза. Толстыми стрелками показано переме- 


ние Са?+, тонкими — сигнал, стимулирующий выход Са’*, штриховой — ингибирую- 
в. щий сигнал. 
Для переноса ионов Са?+= в депо существуют специальные 
ы, расположенные в мембранах гладкой ЭПС — Мо-за: 
° Са-АТФаза, представленная одной полипептидной 
рной массой 120 кДа. Она имеет гидрофобную 
ранную часть и расположенный в примембранном цитозоле 
пный гидрофильный участок. В мембранах [-каналов Са- 
за составляет 70—90% мембранных белков. При закачи- 
`вонов Са?" в цистерны используется энергия АТФ. 
равнительно-цитологических исследованиях обнаружили 
ый пример использования [.-каналов не по прямому на- 
`У некоторых океанических рыб окологлазные мыции” 
ратимые элементы и содержат гипертрофирован- 
кой сети и большое количество митохондрий. 
пторы и Са-АТФаза в этом случае обеспе- 
сокращения, а выработку тепла, благодаря 
‚ поступающей в головной мозг рыб, 
м в других участках тела. 


5 


в 


Таким образом, гладкая ЭПС может рее — И На, 
капливать ионы, осуществлять детоксикацию вредны! продук. 


тов обмена, обеспечивать синтез мемораниый, И немемонаай 
липидов; при этом имеет место не только качес ая струк. 
турно-биохимическая специализация ЭПС, пенные В НА. 
боре специфических ферментов и других белков в мембранах у 
внутримембранной фазе ЭПС, но и существенная мора 
ская дифференцировка всей системы гладкои в клетках, 
По сравнению с шероховатой сетью гладкой ЭПС свойствен, 
пожалуй, более мультифункциональный характер. 

Обе разновидности эндоплазматической сети могут выпол. 
нять изолирующую функцию — так, в некоторых случаях (про- 
стейшие, специализированные клетки многоклеточных живот- 
ных) и шероховатая и гладкая ЭПС служат резервуаром для 
запасания питательных веществ. 

Эндоплазматическая сеть представляет собой один из наи- 
более лабильных органоидов клетки, обладающих способностью 
к различного рода перестройкам; такие перестройки сети уда- 
ется наблюдать на культивируемых ш УЙго клетках с помо- 
щью микрокиносъемки. 

При различных воздействиях на клетку в эндоплазматиче- 
‘ской сети происходят ярко выраженные морфологические изме- 
нения. Они могут заключаться в отрыве рибосом от поверхно- 
сти цистерн шероховатой сети, образовании спиральных конгло- 
мератов из спавшихся мембран, набухании цистерн или трубо- 
чек и т. д. До определенной стадии эти изменения обратимы, 


_ что так? ‘свидетельствует о значительной лабильности данного 
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_ 342. АППАРАТ ГОЛЬДЖИ 


ичие от эндоплазматической сети, которая стала объ- 
исследования относительно недавно, аппарат Гольджи 
Л открыт в конце прошлого века. Этому органоиду бы- 
щено большое количество работ описательного и экс- 
Вльного характера, выполненных с помощью обычных 


ыы ирательно осаждать соли тяжелых 
сти соли осмия, Благодаря этому уже В 
усовершенс. ынешнего века были эмпирически 
р твованы методы, позволяющие вы- 

| м различных эукариотных клетках. 
ских 1 их исследований имела разра“ 
нь выделения цистерн аппарата 
пи В сочетини, СЫграло использование 
аа ании с методами авторадио" 


полувековой период, предшествовавший современному 
апу ВН тИЯ реа при исследовании аппарата Гольджи 
9" ° слелано много важных открытий. В частности установи. 
т о ДГ имеется во всех разновидностях эукариотных кле- 
И сго форма в разных клетках весьма разнообразна. Струк- 
„ АГ изменяется при разных функциональных состояниях 
Г -кии В процессе ее дифференцировки. Была установлена 
“‘кже важная роль аппарата Гольджи в процессе формирова- 
ВЯ секреторных гранул. 

Однако детальное изучение тонкой функциональной морфо- 
логии этого органоида оказалось возможным лишь с использо- 
званием всего комплекса современных методов. 


Рис. 51. Организация аппарата Гольджи. 


„ — Цис., 2 — средняя и 3 — транс-части аппарата Гольджи; 4 — цистерны; 5 Ее 
°1Ые и б— секреторные пузырьки; 7 — распределительный отдел транс-части ап 
рата Гольджи. 


Аппарат Гольджи (рис. 51) — это особая часть метаболиче- 
_СКой системы цитоплазмы. В его состав входят цистерны, т руб- 
_Чатые структуры, различные вакуоли и транспортные пузырьки, 
 ‘Одержимое этих мембранных компонентов и специальная 30° 
_№а гиалоплазмы — цитозоль АГ. В периферическом цитозоле 
_ Расположены скопления полирибосом, синтезирующих ряд фер- 
_ Ментов, специфических для мембран аппарата Гольджи. т 
_ Аппарат Гольджи может быть представлен в клетке ет 
_„ МЮсительно крупным комплексом мембранных структУР» 
Имся в специальном участке гиалоплазмы. ОиаКо чение 
„ Речается целая система связанных между собой нее цито- 
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Центральная, наиболее типичная и постоянная структура 
аппарата Гольджи — это стопка прилегающих друг к другу 
уплощенных цистерн (рис. 51, 52, 4). Эта система цистери по- 
ляризована как по вертикальной, так и по горизонтальной оси— 


от центра к периферии каждой цистерны. Вертикальная поля: | 


ризация часто выражается в наличии двух полюсов, иногда 
различающихся по морфологии. Раньше их именовали выпу 
лым и вогнутым, проксимальным и дистальным, регенератор- 
ным и секреторным. Сейчас более принято называть их с00т- 
ветственнб цис- и транс-полюсами. Выделяют также и среднюю 
(или медиальную) часть АГ. На цис-полюсе комплекса Гольд- 
жи краевые пистерны обычно находятся в тесном контакте с 
эндоплазматической сетью; они уплощены и изогнуты таким 
образом, что их выпуклая поверхность обращена к ЭПС (рис. 
52, Б, Ж). На транс-полюсе цистерны обычно расширены и 3а- 
полнены секретом. Здесь иногда наблюдается непосредственный 
переход целых цистерн или их периферических участков в се 
креторные гранулы. Цистерны транс-полюса своей вогнутой по- 
верхностью обращены к цитоплазме. 

Цис- и транс-части аппарата Гольджи существенно различа- 
ются и по химическому составу. С помошью цитохимических ме 
тодов показано, например, что кислая фосфатаза локализуется 
в транс-части и не обнаруживается в цис-части комплекса. Не- 
которые ферменты эндоплазматической сети, напротив, выявлЯ* 
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(А), ‚арианты организации аппарата Гольджи в клетк 
. ‚ многоклеточных животных (Б, В), в сперматозоидах 
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-. х нистерн; эта система морфологически отчетливо по у 
зована. На ее выпуклом цис-полюсе располагаются с Яр. Ви 
уплощенные цистерны. На вогнутом транс-полюсе м. ыы 
наоборот, расширены и хорошо видна их связь с секретори у 
гранулами, заполненными мукопротеидным секретом. К 


ние меченных по тритию моносахаров в мукопротеидный сект. 
начинается в цистернах цис-части. В дальнейшем (через 20.29 
после импульсного введения предшественника) меченые а 
полисахариды обнаруживаются в центральных цистерна Муко- 
лекса Гольджи. Через 40 мин меченые продукты О “- 
с Жы расширенных цистернах транс-части и в же 
урах, переходных 

ыы: Ы Д между этими цистернами и секр 
о сскотреяныы вариант организации аппарата Гольджи 
чяет собой распространенную, но далеко не единствен. 
ную его модификацию. Характерной особенностью такого «ЦИС- 
тернального» типа организации АГ является его резко выра- 
женная вертикальная полярность при относительно слабой мор- 
фологической дифференцировке цистерн по горизонтали и от- 
сутствии периферических вакуолярных и трубчатых структур. 
Такого же рода вертикально поляризованные аппараты Гольд- 
жи удается наблюдать и в клетках некоторых морских водо- 
рослей в период интенсивного формирования ими клеточной 
стенки (рис. 52, Ж). 

Во многих случаях аппарат Гольджи характеризуется нали- 
зием сложной морфологической дифференцировки от центра к 
периферии каждой цистерны. Наиболее выражена такая диф- 
ференцировка обычно в транс-части комплекса. Внешне это мо- 
жет проявляться в простом расширении периферической части 

цистерн и отшнуровывании расширенных участков, заполненных 
‘тем или иным содержимым (рис. 52, А). В результате этого по 
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°В рассматриваемых вариантах организа 
пя секреторных клеток, иногда встречаю 
ующие структуры, расположенные в око 
ом цитозоле. К ним ‚относятся упомяну 
фибриллы в периферических порах цистерн. Между централь- 
ыми частями цистерн может находиться электронно-плотный 
матрикс, формирующий конусовидные или овальные образова- 
ия. Иногда в межцистернальном цитозоле удается обнаружить 
торядоченно расположенные фибриллы (рис. 59, В). Роль всех 
тих структур пока не ясна, возможно, они выполняют стаби- 
лизирующую функцию. 

Между описанными типами организации аппарата Гольджи 
«Цистернальным» и «пузырьковым») существуют и многочис- 
ченные промежуточные формы. 

Как было сказано выше, одной из функций АГ является на- 
опление секретируемых продуктов. Они попадают в аппарат 
‘льджи из ЭПС с помощью так называемых транспортных 
УЗЫрьков. 

‚ О многих клетках наблюдается отшнуровывание от перифе- 
ческих цистерн ЭПС мелких пузырьков, которые играют роль 
Щиальной системы внутриклеточного переноса синтезируемых 
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процессы конденсации на заключительных этапах сборки слож. 
ных молекул иммуноглобулинов и в аппарате Гольджи имму- 
НОЦИТОН. 

В аппарате Гольджи происходит посттрансляционная обра. 
ботка белка. Она может включать такие этапы, как протеоли- 
тическое расщепление белков, их сульфатирование, присоедине- 
ние фосфорных остатков, закономерные преобразования угле. 
водных компонентов белковых молекул (гликозилирование) и. 
целый ряд других важных процессов. Все это позволяет рас-. 
сматривать аппарат Гольджи как интегрирующую метаболиче- 


скую систему клетки, обеспечивающую кооперативный синтез. 
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В последнее время на ряде модельных объектов получены. 
данные, существенно расширившие наши представления о роли 
аппарата Гольджи в обработке основных потоков синтезируе- 
мых клеткой белков (секреторных, мембранных, лизосомаль- | 
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может быть территориальное разделение отдельных диктиосом 
аппарата Гольджи с прилегающими к ним участками шерохо’ 
ватой ЭПС и специализацией их на синтез и обработку разных 
секретируемых соединений. Это характерно для полиплоидных 
секреторных клеток слюнной железы некоторых насекомых "№ 
по-видимому, может иметь место и У других объектов. 
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но недавно. Лишь после этого Удалось выявить «маркерные» 
ерменты, локализованные в цистернах АГ и обеспечивающие 
закономерное гликозилирование белков. 
В настоящее время последовательные этапы этого процесса 
представляются следующим образом. Как было показано выше, 
большинство белков, оказавшихся в цистернах ЭПС, сразу же 
подвергаются котрансляционному гликозилированию: к их ас. 
парагиновому остатку присоединяется полисахарид, содержа- 
щий маннозные и глюкозные остатки (рис. 47, 48). Глюкоза и 
один маннозный остаток удаляются еще в ЭПС до перехода 
образовавшегося гликопротеида в аппарат Гольджи 
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этапном удалении нескольких маннозных остатков (кроме у 
трех, которые входят в состав постоянного «пятичленного к, 
ра») с помощью ферментов маннозидазы Ги Пи последова. 
тельном присоединении М-ацетилглюкозамина, галактозы и су. 
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зы и трансферазы сиаловых кислот (рис. 54). В этом процессе 
принимают участие УДФ и ЦМФ. 
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обозначения 9 что процессинга, 


нда | 


ахаридных цепей гликопроте ах 


ости от типа клеток (на рисун^ 
*е цепи, однако не менее часто ВС я 

жащие три цепи; одна из них ./^ 
х остатков, а остальные 


чаютея гликопроте иды, 
_ жет состоять только из ма 
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гречисленных олигосахаридов). Гаким образом, синтези- 
зышеп = на прикрепленных рибосомах белки поступают в ап- 
рова |: ольджи и подвергаются в нем закономерным превраще- 
Ре — процессин гу. 
существенный интерес представляет вопрос о том, где же 
икретно локализованы последовательные этапы процессинга. 
о было выяснено с помощью дифференциального центрифуги- 
‚ рования цистерн аппарата Гольджи в градиенте плотности. При 
уом выделяются три фракции с разной степенью плотности; 
орменты, отвечающие за разные этапы процессинга, сосредо- 


гочены в разных фракциях. 

Фракции с наибольшей плотностью содержали ферменты, 
присоединяющие фосфатные группы. Во фракции с промежу- 
'очной плотностью находились ферменты, удаляющие маннозу 
чаннозидазы Ги И) и присоединяющие М-ацетилглюкозамин 
(\-ацетилглюкозаминтрансферазы) . Наконец, во фракции с 
ваименышей плотностью были сосредоточены ферменты, присо- 
единяющие галактозу (галактозилтрансферазы) и остатки сиа- 
левых кислот (трансферазы сиаловых кислот). Эти данные 
были подтверждены опытами на культивируемых клетках ли- 
нии СНО (клетках яичника китайского хомячка), зараженных 
вирусом везикулярного стоматита. Белковая оболочка этого ви- 
руса содержит так называемые С-белки; если заразить этим 
вирусом какую-либо клетку, то ее метаболический аппарат на- 
чинает продуцировать практически Только а-белки вируса. 
Анализ этих белков из цистерн аппарата Гольджи зараженных 
клеток показал, что С-белки с удаленными первыми остатками 
маннозы находятся в более плотной мембранной фракции, ©0- 
держашей фермент маннозидазу |. С-белки, связанные с галак- 
1030й, оказались в более легких мембранных фракциях. 

Затем эти биохимические данные были соотнесены с морфо-_ 
логической структурой аппарата Гольджи с помощью методов | 
иимунсцитохимии; выделив из цистерн аппарата Гольджи чис- 
тый фермент М-апетилглюкозаминтрансферазу и получив на не- 
о моноклональные антитела, ими обработали срезы аппарата 
Гольджи. Это однозначно подтвердило наличие фермента лишь 
в двух-трех средних (медиальных) цистернах аппарата Гольд- 
жи. Позднее этим же методом удалось определить локализа- 
\ию и других ферментов (см. рис. 62}. Маннозидазы Ти П так- 
Ж располагаются в медиальной части комплекса. Галактозил- 
Трансфераза и трансферазы сиаловых кислот локализуются ис- 
Ключительно в транс-цистернах комплекса Гольджи. В цис- 

-тернах АГ сосредоточены ферменты, присоединяющие к лиИ- 

_ ®сомальным белкам фосфатные группы. 

— Жи аким образом, можно заключить, что стопки цистерн Гольд- 
дж коРодны. Они представляют собой специализированные 

_ж, артменты, отличающиеся и по набору ферментов и по про- 

ицим в них химическим реакциям. 
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р’ | 
Особую роль в функционировании аппарата Гольджи ИГрав» 
собственно сортировочный компартмент, или так называемый 
транс-распределительный отдел  (распределительный отде 
транс-части) комплекса — периферическая (по вертикали) 
часть транс-цистерн. В этом компартменте, по-видимому, имеет 
место окончательное разделение трех потоков веществ — секре. 
торных белков, мембранных и лизосомальных ферментов (см. 
ниже и рис. 64). 

На примере многих клеток в настоящее время показано, что 
характерный для надмембранной части поверхностного аппара- 
та углеводный ансамбль, определяющий специфику данной клет- 
ки, формируется в пузырьках аппарата Гольджи и уже в гото- 
вом виде встраивается в систему поверхностного аппарата. Та- 
ким образом, именно через аппарат Гольджи может в конечном 
счете регулироваться состояние основной рецепторной системы 
клеток. В то же время наблюдаются не менее тесные взаимо- 
отношения аппарата Гольджи с мембранами ЭПС и ядерной 
оболочки, что обусловливает возможность опосредованного или 
прямого генетического контроля за его синтетической деятель- 
ностью. 

Аппарат Гольджи является органоидом, в котором протека- 
ют ключевые звенья анаболических процессов, но этим не ис- 
черпывается его исключительно важная роль в жизнедеятель- о 
ности клетки. Функционирование АГ обеспечивает и нормаль- 
ное протекание катаболических процессов, поскольку он при- 
нимает непосредственное участие в образовании лизосом. 

Как указывалось выше, в аппарате Гольджи проходят пост- 
трансляционную обработку лизосомальные ферменты — гидро- 
лазы. Кроме того, он может тем или иным образом участво- 
вать и в их структурной упаковке, т. е. образовании мукополи- 
сахарилного матрикса и мембран первичных лизосом. Основная 
часть этих процессов у некоторых клеток может осуществлятв- 
ся в специализированном отделе ЭПС, непосредственно связан- 
ном с АГ. В других клетках для этой цели используются от- 
дельные цистерны аппарата Гольджи, по периферии которых й _ 
формируются первичные лизосомы. В случае узкой специализа- 
ции, как, например, при образовании гигантской лизосомы спер- 
матозоидов (акросомы), деятельность аппарата Гольджи цели”. 
ком направлена на образование этой структуры (рис. 52, Г-Е)- 

Участие аппарата Гольджи в катаболических процессах ино". 
гда не ограничивается образованием лизосом. Например, в клег. 
ках жирового тела насекомых за счет пузырьков АГ формиРУ | 
ется мембрана аутофагической вакуоли, на первых этапах ПРО”. 
иесса не содержащей лизосомных гидролаз (см. ниже). | 

Итак, аппарат Гольджи — универсальный органоид эукари 
отных клеток, играющий важнейшую роль в организации ВНУГ. 
риклеточного метаболизма. Функция его в клетках разных в 

пов может проявляться не одинаково, что и обусловливае” 
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ое д в 9 > д м >’, 2 © > м р -ю х шик в 


олыое разнообразие морфофункциональной организации это- 
Ро ганоида. Однако, несмотря на многочисленные модифика- 
И комплекса Гольджи, ее общее функциональное значение 
взаимосвязь С дру! ими системами метаболического аппарата 
топлазмы, а также с поверхностным и ядерным аппаратами 
основаны На общих для всех клеток принципах. Этот органо- 
ил, в частности, обеспечивает заключительные этапы формиро- 
вания и созревания всех секретируемых клеткой продуктов, 
ерментов лизосом, а также белков и гликопротеидов плазма- 
`ической мембраны поверхностного аппарата клетки. 


3.4.3. ЛИЗОСОМЫ 


Лизосомы — это мелкие пузырьки, ограниченные мембраной 
и содержащие набор гидролитических ферментов, основная 
функция которых — осуществление внутриклеточного пищева- 


 рения. 
В отличие от ЭПС и митохондрий — органоидов, которые ха- 
рактеризуются активной компартментализацией, связанной с 
векторной структурной организацией метаболических процес- 
сов, — лизосомам свойственна так называемая пассивная ком- 
партментализация. Она заключается в необходимости времен- 
ной изоляции, выключения из метаболизма гидролитических 
фермектов, что и достигается путем формирования мембранных 
везикул, содержащих гидролазы. Барьерная роль мембран ли- 
30сом дополняется разнообразными механизмами инактивации 
ферментов. Около 20% ферментов лизосом встроено в мембра- 
ну и временно инактивировано в ней благодаря связям с ли- 
пидами. Остальная часть ферментов (около 80%) не связана 

с мембраной и находится в мукополисахаридном матриксе ли- 
°30сом. Их инактивация, по-видимому, обеспечивается углевод- 
ными компонентами, входящими в состав молекул большинства 
Ферментов (рис. 55), а также сложными мукополисахаридами 
1ипа глюкозамингликанов, имеющимися в матриксе лизосом. 
Пределенную роль в инактивации лизосомальных ферментов 
Играет кислая среда, которая поддерживается В лизосомах 


В чения механизмов регуляции рН среды в лизосомах до- 
Яигнуты определенные успехи. Относительно давно был разра- 
Этан простой и надежный метод определения величины РН ва- 
щью липофильных слабых основа- 

ембраны, будучи незаряженными 
аккумулируются в пузырр” 

личествах, чем ниже РН. Хо- 
ледованиях 


при изме- 


 АУолярных структур с помо 
“ий. Они проникают через м 
нейтральных значениях рН, и 
хе низким рН, в тем больших ко 
ие результаты дает применение в подобных исс 
зненной окраски акридин-оранжем, поскольку Ре. 
его концентрации меняется интенсивность т оная 
с использованием липофильных основанн 
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светооптическом, и на электронно-микроскоц, 
В последнем случае в качестве маркеров мо, 


но использовать меченые антитела. Ответственной за поддерж. 


Й ляется вакуолярная Н+-, 
ние кислой среды в лизосомах явл ся р АТФ. 
за — одна из разновидностеи протонных помп. 


_ а и на 
ческом уровнях. 


А 


Рис. 55. Образование и функционирование лизосом. 
й — синтез лизосомальных фе 


М 

рментов и образование лизосом; Б—Г — участие лизосо 

в опосредованном рецепторами эндоцитозе (Б), гетерофагии а бактерии, 
и автофагии (Г); Д — образование остаточного тельца (телолизосомы). 

_ Вакуолярная 

вана в мембран 


ков, вакуолей аппарата Гольджи и некоторых других образов“ 
ний вакуолярной системы. Она состоит из нескольких полип, 


_ ла (рис. 56). 
Сложность организации мемб 
том, что их барьерная изолирующ 
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тСЯ В 
ран Лизосом заключае и. 
ая функция носит относи 


в характер, т. е. при определенных условиях он 
р опускать внутрь высокомолекулярные Е. ны — 
ерментОВ. Благодаря этим свойствам лизосомных мембран 
пдимому, могут частич- ‚ ПО- 
й"^ оздаваться условия 
для реализации катабо- г 
пических процессов на н+ 
молекулярном и надмоле- 
кулярном уровнях, а так- 


же для осуществления гы 
регуляторной функции 
лизосомальных гидролаз 

(см. ниже). 


Лизосомы — содержат 
ферменты, способные раз- 
рушить практически все 

природные полимерные 
органические соединения. 
В настоящее время в ли- 
зосомах выявлено около 


40 гидролаз. Количест- Рис. 56. Работа ферментов лизосомы. 
венные соотношения гГид- 


1 — вакуолярная Н+-АТФаза; 2 — кислая 
ролаз широко варьируют фосфатаза: 3, 4 — гидролитические ферменты 
в неактивной форме (3) и активированные 

в лизосомах разных кле- дефосфорилированием (4); 5 — субстрат. 


ток одного многоклеточ- 
ного организма и в клетках разных организмов. Качественный 
состав ферментов не одинаков в специализированных лЛизЗосо- 
мах разных клеток. Он может варьировать и в лизосомах одной 
клетки. Большинство ферментов лизосом представлено несколь- 
кими родственными формами, отличающимися рядом физико- 
химических признаков. 

Находясь в инактивированном состоянии, ферменты лизосом 
тем не менее обладают способностью быстро активироваться, 
т е лизосомы должны иметь механизмы, обеспечивающие им 
немедленный переход к активной деятельности. Они Должны 
быть снабжены развитым рецепторным аппаратом, уметь пере- 
мещаться в клетке и, наконец, их мембраны должны иметь спо- 
собность к локальному разрушению при контакте с фагосома- 
Ми. О конкретных деталях этих механизмов известно немного. 
‘ак, в процессах перемещения лизосом В клетке принимают 
Участие микротрубочки, поскольку при их разрушении специ- 
ЗИческими ингибиторами перемещение Лизосом прекращается- 
° _ Лизосомы играют важную роль в процессах гетерофагии: По- 
_С?е слияния первичных лизосом с фагосомой и образования Фа- 
1зосомы происходит активация гидролаз и они пера 
` содержимое фаголизосомы. Продукты гидролиза а 
плазму, а фаголизосома превращается во вторичну 
165 


ая может вступить В контакт с другой фагось, 
мой и обеспечить гидролиз поглошенных ею частиц, После то 
как вторичная лизосома проделает несколько таких циклов . 
ней может накопиться большое количество непереваренных ое 
татков, и она превращается в так называемое остаточное тел 

или телолизосому, которая либо сохраняется в клетке, либо уда. 


ляется из нее путем экзоцитоЗа, Е 


лизосому, котор 


7. Работа лизосом в клетках проксимального отдела нефрона. 
т клы. | — ЭПС; 2 — аппарат Гольджи; 


агосома; 5 — вторичная лизосома; 6, 7— остаточное 
озфезо мембраны автофагической вакуоли. 


‚она а гепатоцитов печени резко повышается активное. 
‚осфатазы, содержащейся в этих препаратах. В нии. 
альноГО исследования было высказано предполо ульта 
«то ‹латентность» кислой фосфатазы обуслов мы ах. 
т олирующей мембраны, которая разрушается тес и наличием 


кислой 
те сле- 
о том, 


И 


хранении ри дала о сути дела, эта идея предполагала су 
‚ ществование в клетках особых органоидов, способных. резныс 2 
ЧВТЬ катаболические процессы в нужном месте и в ну к а 
мя. Это блестяще подтвердилось при мбар 
‚ВЫХ фракции под электронным микроскопом. Серия ет 
бот и положила начало развитию учения о лизосомах (их ра- 
По современным представлениям лизосомный аппарат кле- 
ток эукариот развился как специализированная часть катабо- 
лической системы цитоплазмы. В определенном смысле рвы 
том Лизосомного аппарата может служить мощный комплекс 
еее ферментов, работающих в периплазматиче- 
са пространстве прокариотных клеток, т. е. как бы во вне- 
клеточной среде. Благодаря деятельности этой системы мипогие 
° прокариотные клетки обеспечивают потребности своего пласти- 
ческого и энергетического обмена. з 
‚ ееырнивне > Вирмектон. деятельность которых 
Е римембранном пространстве, в 
стенке бактериальных клеток имеется сложная система латент- 
ных гидролаз, осуществляющих разрушение стенки при делении 
клеток (см. выше) и в функциональном отношении аналогич- 
ных лизосомному аппарату. Подобное приспособление есть и в 
стенке клеток высших растений (латентные формы гидролаз, 
гктивируемых изменением РН среды при работе протонных на- 
сосов под действием ауксина). Внеклеточная работа компарт- 
ментализованных в клетках гидролаз — явление, широко рас- 
пространенное и при разнообразной специализации клеток мно- 
гоклеточных животных. На основе этой специализации разви- 
ваются такие важные процессы, как полостное пищеварение, 
оплодотворение, линька У насекомых и перестройка скелетных 
Внеклеточных структур позвоночных животных. Все это вто- 
ричные приспособления катаболических систем эукариотных 
клеток. хотя они и имеют глубокую аналогию с теми первичны- 
отношениями, которые наблюдаются у прокариот. = 
$ Внеклеточная работа компартментализированных гидро“ 
аз является, однако, лишь одним из вариантов вторичных при- 
способлений лизосомного аппарата эукариотных клеток. Ос- 
новная и первичная функция лизосом — это их участие в гете- 
циклах. Гетерофагические цик- 


_ рофагических и аутофагических 
на основе внутриклеточного пищева- 


лы в эволюции появились 
Рения (главного способа питания первичных одно 
Зукари "жи ; ногоклеточв =. 
| ОТНЬ ов). возникновением М 

\ риотных организмов) нана 


змов гетерофагические циклы вначале сохр 1 
| = специализацией закрепились 


Всех клеток, а затем в связи с Их 
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во внутриклеточном варианте для реализации некоторых 
ций, в том числе пищеварительной — у хоаноцитов убор Г 
клетках пищеварительной паренхимы бескишечных турбе» 1 
рий и в клетках кишечного эпителия ряда форм (кишечной 

* 


лостные, ресничные черви, моллюски), приобретших полос 


пищеварение. 

В эволюции многоклеточных организмов гетерофагическ, 
Функция лизосом используется не только в специализироваь 
ных пищеварительных клетках кишечного эпителия. Еше ”. 
ранних этапах эволюции способность лизосом к гетерофаги 
легла в основу дифференцировки древней защитной системы | 
свободных клеточных элементов первичной паренхимы, облада 
ющих мощно развитым лизосомным аппаратом. У современных 
животных защитные функции осуществляются уже сложной си. 
стемой специализированных фагоцитов. 

Наибольшей сложности такая система достигает у позвоноч. 
ных животных, где ее составляют клеточные элементы двух ли. 
пов: микро- и макрофаги. Первый тип фагоцитов — микрофа- 
ги — это клетки с множеством полностью сформированных пер- 
вичных лизосом, которые представлены несколькими разновид- 
ностями. Помимо способности участвовать в гетерофагическом 
кикле лизосомный аппарат микрофагов обладает совершенны- 
ми и сложными механизмами для внеклеточной работы лизо- 
сомных гидролаз. Лизосомы, расположенные в периферических 
слоях цитоплазмы, выводятся из клеток путем отшнуровыва- 
ния таких участков цитоплазмы. В этом процессе участвует 
актин-миозиновая фибриллярная система. Лизосомы, располо- 
женные в околоядерных участках цитоплазмы, выводятся при 
помощи микротрубочек. Второй тип фагоцитов — макрофаги — 
в неактивированном состоянии содержат сравнительно немного | 
лизосом. Однако при активации эти клетки приобретают (19 
собность к формированию большого количества лизосом благо: 
даря интенсивной деятельности их белоксинтезирующего апп“ 

_ рата. У высших позвоночных лизосомный аппарат таких ре 
_ может не только осуществлять обычные гетерофагические функ 
и, но и участвовать в тонкой гидролитической обработке ыд 
ых веществ, что повышает их антигенные свойства. ны 
разом, лизосомы макрофагов оказываются вовлече! 
реализацию адоптивного иммунитета. ‚ННЫХ 
и из специализированных и широко распрострао 
дностей лизосом, связанных с реализацией За» 
+= ются лизосомы гранулярных амебоцитов лимфв 
Боночных животных, обеспечивающие свертывание ГеМ°” „тах 
_ Они представлены у разных животных в разных Вар орал" 
г, Так, у приапулид и мечехвоста в гранулах — специали”. „по 
_ ных лизосомах амебоцитов — содержится лишь способ, раз 
лимеризации белок и полимеризующий его фермент. >=” и" 
дражении соответствующих рецепторов происходит экзо 
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содержимое выделяется наружу, где после активации 
УЛ, нта и протекает полимеризация белка. 

счехвоста помимо нех защитной системы гранулярные 
зиебощиты содержат н обычные лизосомы. При попадании в 
“ тость Тела животного фирмикутных бактерий происходит их 
рование и уничтожение при помощи этого лизосомного 
аппарата. Специализированная лизосомальная система включа- 
ется При заражении грациликутными бактериями, так как в 
мембране гранулярных амебоцитов мечехвоста имеются рецеп- 
торы к бактериальным эндотоксинам— липополисахаридам кле- 
точной стенки грациликутных бактерий. При этом происходит 
дегрануляция и внеклеточная полимеризация содержащихся в 
гранулах белков. 

У насекомых, кишечнополостных, асцидий и иглокожих в 
гранулах амебоцитов помимо полимеризующегося белка и фер- 
мента полимеризации имеются еще фенолы и фенолоксидаза. 
Благодаря им при активации системы образуются склеротизо- 
ванные защитные белковые пленки. У ракообразных компонен- 
ты этих систем (белки с ферментами полимеризации и феноль- 
ный субстрат с фенолоксидазой) сосредоточены в гранулах раз- 
ных клеток — мелко- и крупногранулярных амебоцитов. 

Помимо пищеварительной и защитной функции лизосомы, 
осуществляющие гетерофагию в клетках многоклеточных живот” 
ных, могут выполнять и некоторые другие функции. Гак, напри- 
мер, клетки эпителия почечных канальцев обладают большим 
количеством лизосом и проявляют ярко выраженную фагоцитар- 
ную активность. При нарушении деятельности фильтрационных 
аппаратов нефрона, когда в первичную мочу попадают круп” 
ные органические молекулы и их комплексы (рис. 57, А), лизо- 
‹омный аппарат обеспечивает расщепление этого материалй. 
При достаточно широком распространении гетерофагии У 
ЗУкариотных клеток участием лизосом в этих процессах нелр- 
я, однако, объяснить универсальности этого органоида — на- 
Личия его у полавляющего большинства эукариот независимо 
(1 уровня организации (будь то одноклеточные организмы или 
‘пециализированные клетки Меа2тоа). Универсальность лизо- 
“ОМ определяется их ролью в другом важном прошессе-—= Е 
Фагии — самопереваривании отдельных органоидов и участков 
Втоплазмы клеток, а также, по-видимому, молекул и надмоле- 


Улярных комплексов, поврежденных, необратимо изменивших- 
Я в результате старения или использующихся как материал для 
ддержания жизнедеятельности клетки в экстремальных усло- 
ТЯХ. 

При типичной макроаутофагии подлежащий аутолизу учас” 
‚^ Цитоплазмы или органоид компартментализуется от ке А 
‘“ЮщЩей цитоплазмы при помощи мембраны, ких 
„\ескую вакуоль (рис. 57, Б). Механизмы образовак ие 
`“Уолей различны, но материал для формировании 


* 


де 


фагоцити 


„р 
у. 
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р ибо ЭПС, либо аппарат Гольду, 


Л 

ета но поставляет . г ау 10б 

о поовавшаяся аутофагическая вакуоль приобретает сть 
орми 


«привлекать» К себе лизосомы, которые сливаются } 
собность —- свои гидролазы в полость вакуоли, как при геть 
р клетках растений, где гидролитические фермент 
располагаются обычно в ПОЛОСТИ тонопласта — центральной ва, 
куоли — аутофагия участков цитоплазмы и органоидов прове 
ходит несколько иначе: эти компоненты перемещаются в цв, 
ность вакуоли, где и подвергаются ферментативной атаке. 

Пронессы аутофагии, по сути, представляют собой прежде 
всего аппарат физиологической регенерации отдельных клеточ. 
свойственное всем клеткам без исклю- 


ных структур — явление, 
чения, что и определяет наличие лизосом у всех эукариот. Од: 
нако, как и в случае гетеро. 


фагии с ее первичной трофи. 
ческой функцией, аутофагия в. 
специализированных клетках 
может носить и иной характер, 
будучи направленной на ре 
ализацию каких-то специаль. 
ных задач. Например, так на: | 
зываемая реконструктивная 
функция лизосом, широко рас. 
пространенная и у животных. 
и у растений. Она связана 09| 
способностью многоклеточный | 
организмов поддерживать В. 
условиях голодания жизнедей. 
тельность клеток благодаря’ 
эндогенному питанию, т. е. 16 
ревариванию при помощи 1 
зосом части цитоплазматиче В 
ских структур и использов” 3 
нию образующихся низкомол”. 
Е | ии  кулярных соединений на ВУ 
ь. ды энергетического обмена. ом 
ег. Более частным прим, _ 
о Рис. 58. Кринофагия (форма авто- специфической аутофагий м 
_ фагии) в секреторной клетке. жет служить деятельность й 
т | 2? в — зосомного аппарата при . 
4 — шерокова а эр ег Гольджи, ател? 
роховатая ЭПС, 5- секретор" ролизе запасенных ПИТ’ „я 


ная гранула, 6 — слияни 
гранулы © лизосомой р, НЫХ веществ, что на люд сё 
в клетках жирового тел 
Я 
комых. бы 


7 Еще одна разновидность аутофагии — утилизация И 
| секрета —- кринофагия (рис. 58), характерная ДлЯ же а | 
клеток. Она может приобретать регуляторное значение, у ито 
пример, в клетках щитовидной железы и передней доли ' 
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а ы * 
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в.в этих случаях деятельность лизосом регу 
*‚ гормона, Еее Р` БРОВЬ вов ЖИ 

Большое значение имеют процессы специфич ВОТНЫХ. 
ни И, следовательно, регулируемая деятельност еж аутофа- 
й пногенезе, В морфогенетических процессах и _ ЛИЗОСОМ В ЭМ- 
эвке клеток некоторых тканей, как, наприме = дифференци- 
Ри в МНОГОСЛОЙНОМ ПЛОСКОМ а - ри кератиниза- 

Приведенный, далеко не полный, перечень пителии. 
изеской аутофагии показывает, Е а 
‚ этот древний механизм ен использует- 
эции у многоклеточных животных, в частност и 
‘ифференцировке и гистогенезе. и, при органной 

Роль лизосомного аппарат 
|. 
роявляется в обнаруженных у человека ге а 
ленных заболеваниях — так называемых емиЕ: р 
в недугах, нередко а 
тои Нетолу. Суть их алая о лом, то 7 больны 
аа о РАЫЕ те генных мутаций появляются дефекты в си- 
Еее ЕЕ ВЕ риЕЕтов, связанные с нарушением ли- 
поем руктуры белковой молекулы, приводящим к рез- 
_ зама ое активности фермента, либо транспорта фер- 
_ в о сомы (подробнее см. ниже), следствием чего яв- 
_ аа ие отсутствие одной из гидролаз в наборе гидроли- 
_иеньь рментов лизосом. Такие изменения в Лизосомном 
в. риводят к тяжелым последствиям. Основная причи- 

_ Сы накопления — перегрузка лизосом непереваренны- 
к атками различных соединении, для гидролиза которых 
ооходим данный фермент. 
: Серьезные успехи достигнуты в изучении генеза лизосом в 
кариотных клетках. Рассматривая организацию аппарата 
ольджи, мы уже касались этого вопроса. Напомним основные 


“апы образования лизосомальных гидролитических ферментов. 
Ли ферменты синтезируются на рибосомах шероховатой сети. 
полости цистерн ЭПС к ним присоединяется олигосахаридная 
ь, несущая девять маннозных остатков. В процессе пост- 

ате Гольджи происходит 


;пионной модификации в аппар 
что и служит надежной «визитной» 


ХФорилирование маннозы, 
Рточкой этого белка как лизосомального фермента (рис. 53). 
аппарат Гольджи такие 


, последующем прохождении через г 
Ки не претерпевают существенных изменений и при помощи 
ых пузырьков доставляются в перви“ 


цнальных транспортн 
_ визосомы (см. ниже). Е 
т сказанное выше свидетельствует о том, что лизосомы 
у Не просто пузырьки с ферментами, используемые от случая 
мескы при гетеро- и аутофагии. Лизосомы — Эт ро. 
ава ТВ 

ки сформированная древняя и НВ жет 


_ “Я катаболическая система клетки. 
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лирует количест- 


на процессы клеточной дифферену 
ровки, изменяя ©“ ›° р с А на зачатки мн у 
при воздействии избытка витамина , на зача ГОС 
ного ороговевающего эпителия. Витамин А избирательно Дейс 
вует на мембраны лизосом, обусловливая выход ферментов. 
гиалоплазму. Последние воздействуют на генетический аппара 
клетки. либо непосредственно проникая в ядро, либо через и 
зультате чего в эпителии проие 


топлазматические белки, в ре | | | 
дит изменение направления дифференцировки клеток: вме 
роговых чешуек образуются бокаловидные и ресничные клети 


Место лизосом в общей вакуолярной системе клеток особе 
но ярко выявляется при анализе недавно открытого явления 
опосредованного рецепторами эндоцитоза, при котором лизосо 
мы вместе с другими органоидами (см. ниже) обеспечивают ре 
ализацию весьма тонкой сортировочной и распределительна 
функции в эукариотных клетках (см. рис. 64). 

Внутриклеточная катаболическая система обладает большой 
функциональной и филогенетической пластичностью, хотя в 08 
нове ее деятельности лажат общие, универсальные для в& 
клеток элементарные механизмы. Естественно поэтому, что 0% 
ной из самых актуальных задач исследования Лизосом явля 
ется выяснение структурно-биохимической организации 91 
общих элементарных механизмов. Решению такой задачи п 
пятствуют и методические трудности выделения «чистых» фрак 
ций лизосом на разных этапах ауто- и гетерофагического ци* 
лов, и то, что лизосомы представляют собой более сложи» 
образования, чем предполагалось на первых этапах их биохи 
мического анализа. | 

В клетках существует еще одна система протеолитическо" 
расщепления белков, не связанная с деятельностью лиз0с0%№ 
Специальные протеазы — некомпартментализованные Гид 
тические ферменты гиалоплазмы — осуществляют постоянны 
контроль над белковым составом клетки, уничтожая корот" 
живущие белки цитозоля и белки с нарушением структуры, *. 
званным любыми факторами. В этих процессах принимает } 
стие полипептид убиквитин (протеазы расщепляют тома ‹ 
° белки, к которым присоединяется убиквитин, служащий к 
< маркером для расщепления). Это небольшой белок, сост’ 
› из 76 аминокислотных остатков и отличающийся 
й консервативностью — у дрожжей и в клетках № 
х имеются различия лишь по трем аминокислотам, 

образом убиквитин узнает белки, подлежа , 
снено не до конца; в этом направлении 

ые исследования. Определенную роле у 
к называемые «лестабилизирУ ов? 
сположенные на №-конце 


оказывать влияние даже 


1”. 


^0* 
в результате его 


Тя Е АТФ акгивирующим ферментом: . 
| шв Активированный Убикв и; эта реакция 
| ®ныюгирующему ферменту, а с него аи передается 
| елок, подлежащий гидролизу. К первой ох на субстрат — 
г нсоединяются другие так, что образуется ) аз ны Убиквитина 
| сиквитиновых остатков, которая и служит разветвленная цель 
‘онтативной атаки. Комплекс убиквитин—с и для фер- 
тя гидролизу специальными протеазами, п . те подверга- 
асцепление субстрата на короткие К том происходит 
ние убиквитина. | и высвобожде- 


3.4.4. ПЕРОКСИСОМЫ 
И ДРУГИЕ МЕМБРАННЫЕ ОРГАНОИДЫ 


Своеобразной функциональной разновидностью или скорее 
аналогом лизосом являются так называемые а 
микропероксисомы, называемые еще микротельцами. Эти орга- 
нонды, окруженные одной мембраной, имеются у простейших 
грибов, высших растений и животных. У млекопитающих перо- 


ксисомы представлены двумя формами — универсальными мел- 
КИМИ (0,15—0,25 мкм) пузырьками, иногда связанными с глад- 
кой ЭПС, и более крупными, характерными в основном для кле- 
ток печени и почек, пузырьками (0,5 мкм), часто с кристалли- 

дностей 


ческой упаковкой ферментов. Общим для всех разнови 
— каталазы (40%), 


пероксисом являются маркерные ферменты 
оксидазы О) аминокислот и уратоксидазы. Мембрана перокси- 
сом характеризуется большой проницаемостью для неоргани- 


ческих нонов и низкомолекулярных веществ. 
КСИСОМ существуют два мнения — 


Относительно природы перо 
это либо особая модификация лизосомного аппарата, либо ре- 
дуцированная форма органоида, который В домитохондриаль- 
ную эру развития эукариотных клеток осуществлял окисли- 
тельные. реакции, предохраняющие клетки от повреждении, вы- 


Зв м кислорода. 
ан Последнего предположения, вероятно, могут а. 
 Тельстровать пути развития пероксисом. По мнению ‚одних ыг 
 Следователей, мембрана пероксисом образуется из сладкой 5 
ТИ (а не из промежуточной ЭПС и транс-части Ао к 
Жи, которые являются источником мембран ОМ = 
зо других, пероксисомы а сы в резуль" ‹ | 
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аминокислот на С-конце молекулы, которую узнает специ р 
ческий рецептор, расположенный в мембране пероксисомы " 
По ряду данных компоненты мембраны пероксисом. в 
числе и липиды, также поступают в эти органоиды из ито о 
Одна из основных функций пероксисом — окисление я 
стратов с образованием перекиси водорода, которая тут же ь 
лизируется для окисления с помощью каталазы других раз Е 
образных субстратов, в том числе фенолов, спиртов, формал 
дегида и т. д., что имеет существенное значение для обеззаи 
живания вредных веществ. Это особенно важно для клеток ” 
чени и почек, обеспечивающих детоксикацию попадающих | 
кровь токсичных компонентов. Избыток перекиси водорода так. 
же с помощью каталазы может разрушаться с Образование 
ВОДЫ. | 
Важную роль играют пероксисомы и в метаболизме липи 
дов. Они катализируют распад жирных кислот до ацетилкоэк. 
зима А. Последний транспортируется либо в матрикс митохонл 
рии, либо в другие участки цитоплазмы, где принимает участие 
в цикле лимонной кислоты (митохондрии) или в биосинтетича 
ских реакциях. 
Состав ферментов в пероксисомах может широко варьиро- 
вать как в разных клетках одного организма, так и в одних и 
тсх же клетках в зависимости от внешних условий. Пероксисо: 
мы легко приспосабливаются к изменениям условий среды. Так 
клетки дрожжей, растущих на среде, содержащей сахар, имею 
очень мало пероксисом. Если эти же клетки культивировать Е 
присутствии метанола, то в них образуется болышное количестве 
пероксисом, окисляющих метанол. В клетках дрожжей, поме 
щенных в среду, богатую жирными кислотами, появляются пе 
роксисомы, которые расщепляют эти кислоты с образованием 
ацетилкоэнзима А. 

Особые пероксисомы имеются у высших растений. В клеть“ 
листьев они катализируют окисление одного из побочных пр 
дуктов реакции фотосинтеза, в которой СО. восстанавливает 
в углевод. Этот процесс получил название фотодыхания, В Х0^ 
его поглощается О› и выделяется СО.. 

В богатых жиром прорастающих семенах растений имеют 
пероксисомы другого типа, необходимые для преобразовай, 
жиров в углеводы. Эта разновидность пероксисом получила, 
звание глиоксисом, так как они обеспечивают превраш”» 
жирных кислот запасенных липидов в сахара с помощью Р*. 
ций глиоксалатного цикла. При этом молекулы ацетилко?, 
ма А, образующегося в процессе окисления жирных кислот, 
пользуются для синтеза янтарной кислоты, которая ПО 
пероксисому и уже за ее пределами превращается В ГАР а 

Таким образом, пероксисомы — органоид, свойственны" пд; 
зукариотным клеткам в большей или меньшей степени И В” 
няющий весьма разнобразные функции. Общим для Все '_ 
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Т идоВ а возможно 
функшиИ ЭТИХ органоидов ускользнули от вним-» © Какие-то, 
1 .. на принципиальную важность “ния исследова- 


} телеи, = пероксисом › 

Та указывает, например, такой факт: генетические организ- 
т человека, проявляющиеся в отсутствии пероксисо Нарушения 
| гибели новорожденных через несколько месяцев м, приводят 


? Гликосомы —еще одна весьма своеобразная ра 
} органоидов, ограниченных одной мембраной и а ов 
} партментализованные ферменты. Они обнаружены ЩИХ КОМ- 
® юм (паразитических простейших) и В. Е. 
| углеводного обмена. Эти органоиды представляют ее ме 

лые или эллипсоидные пузырьки диаметром около 03 = 
| электронно-плотным матриксом, иногда содержащие кристалли- 
ческое «ядро» (как и пероксисомы). Количество гликосом в 
клетке может быть достаточно велико (200—300), что состав- 
№ ляет около 4% объема клетки. 


* Ферменты гликосом синтезируются в цитозоле и затем тран- 
* спортируются в гликосому; концевые сигнальные последова- 
тельности у них отсутствуют. В гликосомах содержатся девять 
ферментов гликолитического цикла, осуществляющих превра- 
* щение глюкозы и глицерина в фосфоглицеридную кислоту. 
У других эукариотных клеток эти процессы не компартмен- 
* тализованы и происходят в примембранном цитозоле- Компарт- 
ментализация гликолитических процессов у трипаносом обеспе- 

ивает значительно более тонкую регуляцию и большую интен- 

сивность углеводного обмена — гликолиз В = к 
носом идет со знательно большей скоростью, чем у любых дру 
гих эукариот. ее 
_ Интересно отметить, что гликосомь о ь р 
трипомастиготной формы тра сом козу непосредственно 
Е хозяина и извлекая“, растворе и азвития трипано- 
Из плазмы крови; на а пеце, гликосомы не об- 
сом, протекающей в кишечн 
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3.5. МОРФОФУНКЦИОНАЛЬНАЯ ВЗАИМОСВЯЗЬ 
ОСНОВНЫХ МЕМБРАННЫХ ОРГАНОИДОВ 
АНАБОЛИЧЕСКОЙ И КАТАБОЛИЧЕСКОЙ 

СИСТЕМ ЦИТОПЛАЗМЫ 


Первое обобщение данных о мембранных органоидах цит. 
плазмы было сделано еще в период доминирования «бутерброд. 
ной» модели организации биологических мембран. В начале 60-х 
годов наибольшее признание получила гипотеза унитарной мем. 
браны. Она базировалась на многочисленных данных электрон. 
но-микроскопических исследований различных клеток и их мем. | 
бранных структур. Обнаруживаемое на электронных фотогра:. 
фиях при обычных методах обработки материала трехслойное 
строение мембран, а также единичные наблюдения взаимных пе: 


_ Один из них постулирует единый принцип организации все 


к кх мембран, а именно наличие внутреннего билипих. | 
—_ "о слоя и сплошных поверхностных белковых слоев. Различия р 
_ © толщине мембран определялись, по этим представлениям [ 

именно белковыми слоями. г 


Другое положение унитарной гипо 
и: - В констатации В. В цитоплазме 
Я, ыы цистерн и каналов (рис. 59, А). По этой "' 
Н лишь о мембран разных органоидов определ» 
ЯТСТЕ чиями в их функциональной специализаций 


К 
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Рис. 59. Взаимодействие мембранных структур эукариотических клеток по 
представлениям Дж. Робертсона и К. де Дюва. 


Б — эндо-(тонкие линин) и экзоплл;матитеские 


А — унитарная мембрана Робертсона, 
ядерной оболочки; 5 — цистерны 


(жирные линии) мембраны де Дюва. Г — цистерны 

анпарата Гольлжи. 3 — глалкая ЭПС: 4 — шероховатая ЭПС: 5 — секреториые транулы; 

—ядро с ядрышком; 7й— регенераторный н 8 — функциональный полюса аппарата 

Гольджи; 9— лизосомы; 10 — плазматическая мембрана; // — разборка мембран экзе- 
С плазматического типа; |2? — экзоцитозныи пузырск. 


вало разностороннему фактическому мате- 
более биологичным было прелставление 
о внутриклеточном вакуоме_ И ииылазматическом пространст- 
_ ве, предложенное в 1966 г. бельгийским бнохимиком К. де Дю- 
вом, которому также принадлежит честь открытия лизосом 
’ (рис. 59, Б). Де Дюв разделил все клеточные меморанные 
| ипа: эндоплазматические и экзоплазматиче- 
_СКие. К первому ТИПУ были отнесены мембраны с: дева 
_ 0болочки и наружная мембрана митохондрии. Во Ве 
В. объединил плазматическую меморету н мембраны = 
° СРедетвенно связанных Сс поверхностным аппаратом вые я 
Точных образований — секреторных гранул, фаго- и пи 


-я . еском составе 
З0сом азличий В ТОЛЩИНе И В химически 
ИЯ го и экзоплазматическо! о ТИПОВ 


Мбраны ическо 

Эраны эндоплазмати ет не- 
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Лучше соответство 
_Риалу и значительно 


_СТруктуры на два Т 


прерывных переходов только в о построенны, 
из мембран данного типа. Прямое объединение мембран ЭНД. 
и экзоплазматического типов обычно невозможно, что И 0б\ 
ловливает отчетливое разделение внутримембранной фазы ка 
две части: эндо- и экзоплазматическую. 

В клетке, по мнению де Дюва, наблюдается закономерныр 
но односторонний переход мембран эндоплазматического типа 
в мембраны экзоплазматического типа. Этот переход осущест. 
вляется в аппарате Гольджи, часть мембранных Образования № 
которого имеет характеристики мембран эндоплазматического 
типа, а часть (обычно более дифференцированные «зрелые» 
структуры) относятся к мембранам экзоплазматического типа, 

Переход мембран экзоплазматического типа в мембраны эн. 
доплазматического типа может осуществляться, по де Дюву, 
только путем разборки мембран первого типа и последующего 
Формирования мембран эндоплазматического типа из возникаю- 
щих при этом блоков. 

Основные положения учения о клеточном вакуоме и экзо- 
плазматическом пространстве значительно лучше, чем гипотеза 
унитарной мембраны, соответствовали накопленному к середи- 
не 60-х годов фактическому материалу. Они не вступали в про- 
тнворечия с отмеченными выше положениями (трехфазная о1- 
ганизация цитоплазмы, роль поверхностного аппарата клеток, 
дифференцировка и пластичность организации мембранных си: 
стем). В связи с этим учение о клеточном вакуоме не только 
ебобщило фактические данные, но и стимулировало целенаправ- 
ленные общецитологические исследования взаимоотчошений 
мембранных клеточных систем на широком круге объектов. 

В частности, с помощью межклеточных маркеров (гидрооки’ 
си лантана, пероксидазы хрена) удалось показать наличие В 
некоторых клетках своеобразного процесса — компенсаторног, 
эндонитоза. Так, в секреторных клетках экзокриновой че 

° поджелудочной железы на боковых и базальных поверхноетя 
и ет постоянное образование эндоцитозных пузырьков и 
- ), благодаря чему поверхность мембраны клетки при Экзо 
1054 ‘секреторных гранул не увеличивается. | 
— Интересный вариант этого же процесса был обнару 
ической области нервно-мышечного синапса при 
дражении нерва электрическим током (рис. - 
° условиях стимулировался выход синаптически, 
эверхность пресинапса, где и осуществляло 
пресинаптическую мембрану, поверхност”. 
| ивалась, так как в боковых частя: 
зался эндоцитоз. Новообразованные и 
лись с расположенной в преси" + р 
мембраной. Из этой цистерны И 
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Рис. 60. Компенсаторный эндоцитоз в секреторных клетках поджелудочной 
железы (А) и в пресинапсе (Б). 


киси лантана); 2, 3 — компенсаторный эндоцитоз на апи- 


ко Частицы маркера (гидроо 
р (2) н базолатеральной (3) поверхностях клетки; 4 — разборка пиноцитозных 
Рьков и попадание маркера в цитоплазму; 5 — экзоцитоз секреторной гранулы; 
слияние компенсаторного пузырька с конденсационной 
ой аппарата Гольджи; 8 -— частицы маркера (пероксидазы хрена); 
на о еисаторный эндоцитоз на латеральной поверхности пресинапса; 10 — синапти* 
пузырек; И — трансформация мембранного материала, 12 — экзоцитоз синапти* 

ческого пузырька. 


секреторных клеток поджелудочной железы. С помощью меж” 
мых маркеров обнаружили, что образующиеся в этой 0б- 
Ти эндоцитозные пузырьки взаимодействуют с конденсаци“ 


_ Иыми вакуолями и транс-цистернами аппарата Гольджи. 
примембранных слоев 
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родуктов бе) 
сов непосредств 
бранных структур 
кие исследования у 
ектах — экзокриновых к 
тих белоксинтезирующих клетках, в которых синтезируему 
продукты претерпевают те или иные превращения. 

В серии работ Дж. Паладе с сотрудниками оыли выяснен 
точные временные параметры секреторного цикла в экзокрино. 
вых клетках поджелудочной железы морской свинки. Это был 
сделанс с помощью сочетания биохимических и морфологиче 
ских методов — дифференциального центрифугирования и элек» 
тронной авторадиографии. Используя меченые предшественни- 
ки белкового синтеза, удалось показать, что в цистернах ЭПС 
меченый белок появляется уже через 3 мин после импульсного 
мечения. Через 17 мин почти весь меченый белок сосредоточи- 
вается в транспортных пузырьках, а еще через 20 мин — в кон: 
денсационных вакуолях аппарата Гольджи. Экзоцитоз секретор- 
ных гранул с меченым белком наступает через 1—1,5 ч с м0 
мента синтеза секрета в шероховатой ЭПС. Подобные данные 
были позднее получены на аналогичных клетках других видов 
млекопитающих и амфибий, а также на других белковых желе 
зистых клетках позвоночных и беспозвоночных животных. При 
этом оказалось, что пути транспорта секретируемых соединений 
в области аппарата Гольджи могут варьировать у разных видов 
млекопитающих даже в аналогичных клетках. Широко варьиру: 
ет и длительность отдельных этапов внутриклеточного транс: 
порта, и характер преобразования мембранных структур. Одна: 
ко обшие закономерности этих процессов сходны в клетках, 
секретирующих самые разнообразные белки у разных живог 
НЫХ. 

Возможность выяснения временных параметров отдельных 
этапов внутриклеточного транспорта секрета в нормальных УС" 
ловиях создает предпосылки для экспериментального анализа 
этого процесса путем воздействия на конкретные звенья внутри" 
клеточного метаболизма и на различные структуры гналоплаз 
мы (наприме», блокирование синтеза белка, АТФ, жирных КИС 
лот, разрушение микротрубочек и микрофиламентов). Тако 
2пализ. провеленный на экзокриновых клетках поджелудочио 
железы, позволил выявить несколько этапов внутриклеточно 
транснорта, каждый из которых блокируется воздействием сп 
иифических агентов. К данным этапам относятся: синтез бел а 
на рибосомах и транспорт его через мембрану ЭПС, перемеш® 
рге секрета по каналам ЭПС, образование транспортных и) 
зырьков и их перемещение к конденсационным вакуолям, у | 
вращение вакуолей в секреторные гранулы и экзоцитоз Са 
торных гранул. При этом оказалось, что, несмотря на е: 
нос педовательность всех этих процессов в условиях норма” — 


'кового синтеза. Изучение транспортных про 
енно связано с изучением взаимодействия ме 
метаболического аппарата цитоплазмы. т 
добнее всего проводить на модельных 

летках поджелудочной железы или дру, 


и. ной деятельности, блокирование одного ы 
окр пальнейшие звенья процесса и никак не и. Ве ВОВ: 
т ДУЩИХ. Иными словами, сложный п. — ы 
11° превращений и транспорта секрета ото 
я РОВ, не связанных между собой ее 
‘нной зависимостью. Строгая координация их во = 
‚ормальных условиях обусловливается действием интегратив- 
ых внутриклеточных механизмов. 

Такои принцип организации внутриклеточного транспорта 

‹скрета является частным проявлением организации процессов 
уетаболизма, репродукции клеток и других важных сторон их 
жизнедеятельности. Он обеспечивает высокую пластичность кле- 
точной организации и возможность возникновения в процессе 
‚волюции на основе относительно небольшого количества об- 
щих для всех клеток элементарных механизмов значительного 
разнообразия их комбинаций. 

Одним из проявлений такого рода пластичности мембранных 
структур служит различие в характере транспорта секрета в 
области аппарата Гольджи в клетках экзокриновой части под- 
желудочной железы у близких видов млекопитающих. У мор- 
ской свинки транспортные пузырьки с белком объединяются не- 
посредственно с конденсационными вакуолями; у мышевидных 
грызунов они поступают к Цистернам аппарата Гольджи. Ин- 
тересно отметить, что если воздействовать на поджелудочную 
железу морской свинки агентами, стимулирующими секрецию, 
То путь внутриклеточного транспорта секретируемых продукти» 
изменяется и транспортные пузырьки с белком сливаются не с 
конденсанионными вакуолями, а с цистернами аппарата вк 
ДЖИ. 

нного, взаимоотношения мем- 
Как видве уе х процессах (например, при 


бранных аболически 
х структур в ан . | ре 
синтезе и формировании сложных соединении И а 
аточно многообразны (рис. 61). Нем 


тозном транспорте) дост " в 
нее и ^ - пути взаимодеиствия мембранных р 
дов в катаболических процессах (рис в ее. па 
ты образован мбр: 
пост но напомнить вариан Я ее 
а вакуоли (наиболее распространенный способ ит: 
_ из цистерн эндоплазматической сети а р + 
а ЭПС. из пузырьков, образуемых *` 
пе "ки лвух мембран | ть 
В ольджи в клетках жирового тела АЕ = 
: ее | г у ь у . у 
\ец, путем слияния самих лизосом — как В клетках ж 
й й ® 
Ла млекопитающих). ое В 


| ных орг | тлется 
Е мосты. я локализации белков, ре 
м процессы — транс” р 


Также сти и 
в возможно н 
таболические | 
_ ивающих различные метаболи синтез полисахарило® 
ов цитоплазмы 
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и большой эволюционной пластичности рассматриваемой 
болической системы было сделано на основании всех этих „ 
ных достаточно давно. Лав, 
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Рис. 61. Схема взаимоотношений мембранных структур в клетке. 


4 — ядерная оболочка; 2 — гладкая ив $ 
в . — шероховатая эндопла кая сеть; 
транспортные пузырьки; 5 — аппарат Гольджи; 6—8 О а катера гра" 


т а о аппарата Гольджи (17), ЭПС (15) и мембран лизос 
рых реакторами андоцирав ое; 22 — фагоцитов; 23 — трансцитоз; 24 — опосрех, 
ров; 27 — компенсаторный а в эндосоме; 26 — рециклирование Р 


Однако большинство фактов о взаимодействии мембранийх 
структур носили косвенный, описательный характер, а ПРИ ;. 
денные выше заключения и выводы базировались в основи 


482 р 


= 
3 езультатах морфологических и авто 

„едований. Основным недостатком эт радиографических ИС- 
-вие возможности качественного р: 
зосомальных и мембранных белков. Без я “Креторных, ли- 
основных белковых компонентов ы 
статочно ТОЧНОГО представления 0 функционал 
особенностях взаимосвязи основных ком =: 

Кроме того, необходимо было также знать партментов клетки. 
мембран этих компартментов, а также „ маркерные белки 
ба. динамику их обновле- 

Некоторое углублени т . 
ен т о конкретном соста- 
‘тетки приве;) ы ран отдельных компартментов 
ле ривело к формулировке новой концеп 
ющей и конкретизирующей цепции, детализиру- 

5: учение де Дюва об эндо- и экзо- 
ЕР мембранах. Эта концепция получила название 
ка дис - 
А а (тетБгапе По\ @Негеп- 
современных эукариотных аи а: о. г. 
бран, они возникают из предс ее .. 
| уществующих мембран; 2) местом 
синтеза основных мембранных белков является шероховатая 
ЭЙС и наружная мембрана ядерной оболочки; 3) разнообра- 
зие белкового состава мембран достигается в основном за счет 
неравномерного их распределения в процессе перемещения ог 
нероховатой ЭПС в плазматическую мембрану. 

Эта концепция получила большое распространение к сере-. 
дине 70-х годов, несмотря на отсутствие строгих доказательств 
вышеуказанных положений. Больше того, уже в момент форму- 
лировки теории было известно, что основные маркерные фер- 
менты цистерн аппарата Гольджи синтезируются не на шерохо- 
ватой сети, а на специальных свободных рибосомах в гиало- 
плазме и уже после синтеза встраиваются в мембрану. В даль- 
нейшем факты синтеза мембранных белков на свободных рибо- 
сомах были получены и в отношении других мембран и содер- 
жимого вакуолярных клеточных структур (гладкая ЭПС, плаз- 
матическая мембрана, пероксисомы). ь 

Таким образом, становилось ясным, что различия в белко- 
вом составе мембран могут определяться не только дифферен- 
цированным их перемещением из энло- В нА 
стемы, а се. 

ко ы соответству 
З СР потиворечащие теории потока сие > 
СЯ мембран, стали накапливаться в конце /9-х И В е к 
ког телей появились возможности детального 

Ве исследо вв ализа клеточных структур о 
_  сственного и количественного ан ференциального центрифу- 
_ Мере совершенствования методов дифферени бъектоз, и В том 
_Тирования, особенно в отношении модельных р ИЕН 
Исле излюбленного тест-объекта «структурнь 


глубле- 
печени млекопитающих. Существенную роль в углу 
183 


ОМ значении И 


нни наших представлений сыграло также широкое ИСПОЛЬЗовл, 
ние в качестве объекта исследования клеток, зараженных И, 
сом, в которых вирусные белки полвергались тем же Измена. 
иням, это и клеточные (см. ниже). Мо особенно чувствительный 
улар по теории потока дифференцирующихся мембран и иле 
непосредственного одностороннего перехода энломембран в Эка 
мембраны нанесли новые 
ные об организации и Функции 
аппарата Гольлжи. Напомним. 
что раньше аппарат Гольджи 
считали динамичной структу. 
рой, полагая, что в его цис-ча. 
сти происходит непрерывное 
новообразование цистерн (из 
ЭПС), которые быстро превра- 
щаются в секреторные грану- 
лы, перемещаясь от цис- к 
транс-части и далее (в виде 
секреторных гранул) к апи- 
кальной поверхности клеток. 
В настоящее время убеди- 
тельно доказано, что аппарат 
Гольджи представляет собой 
структуру, состоящую из трех 
стабильных и биохимически 
дифференцированных компарт- 
ментов, в каждом из которых | 
происходят определенные эта- 
пы метаболических процессов, 
осуществляемых с ПОМОЩЬЮ 
особого набора ферментов 
(рис. 62). 
_ С этой точки зрения прин 
`  Цципиальное значение приобре- 
тает вопрос о механизмах свя" 
„. ЗИ между компартментами ап- 
—  Парата Гольджи, а также цис” 
ед. Цистери с ЭПС и транс-части_ 
_— © лизосомами и поверхност_ 
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Рис. 63. Упрощенная схема опыта Дж. Ротмана. 
А — зараженная вирусом мутантная клетка без галактозилтрансферазы, 5 — нормаль- 
Ная незараженная клетка, В — гибридная клетка. 1— цис-, 2 — средние, 3 — транс-ци- 
Стерны и 4— пузырьки анпарата Гольджи; 2 — белок вируса; 6 — галактозилтрансфе- 
Раза и галактоза в нормальной клетке; 7 — транспортный пузырек мутантной клетки 
с негалактозилированным белком; 8, 9 — секреторные гранулы с негалактозилирован- 
ным (8) н галактозилированным (9) белком. 


Клетки синтезировали С-белки вируса, но не могли присоеди- 
Нить к ним остаток галактозы из-за отсутствия галактозил- 
_ Транеферазы. Затем зараженную клетку гибридизировали © ро 
Мальной клеткой, имеющей в аппарате Гольджи ера 
`алактозилтрансферазу, но не зараженной вирусом У5%, $ =. = 
ловательно, и не синтезирующей С-белки. Через некоторое р 


лось, ЧТО 
МЯ из гибридной клетки выделили С-белки, и оказа” 
—” 185 


около 50% С-белков галактозилированы, а вех. прошли 
работку в транс-части аппарата Е ор Клетки 
содержащей галактозилтрансферазу. Нине что эти бек 
могли попасть сюда только при помощи транспортных Пузырь 
ков зараженных клеток, которые транспортировали Ч-белки Как 
в свои, так и в чужие транс-цистерны Гольджи. 5 
В настоящее время получено множество данных о ТОМ, чи 
подобные транспортные системы функционируют между ЛИЗО. 
сомами и распределительным ет, ея о. аппарата 
Гольджи, а также между транс-частью Гольджи и секреторны. 
ми гранулами. При этом транспортные пузырьки часто имеют 
клатриковое окаймление; по-видимому, в большинстве случае 
здесь происходит рециркуляция мембран (как и при клатри. 
новом эндоцитозе). > 
Транспортная система, которая обеспечивает доставку лизо- 
сомальных ферментов из транс-части Гольджи в лизосомы, ра- 
ботает следующим образом. Как уже говорилось выше. ЛИЗОСо- 
мальные ферменты, несущие маннозо-6-фосфат, проходят через 
аппарат Гольджи, не подвергаясь дальнейшим изменениям, ни 
достигают его распределительного отдела. В мембранах распре- 
делительного отдела транс-части АГ имеются рецепторы к ман- 
нозо-б-фосфату, узнающие его в составе молекулы лизосомаль- 
ного фермента. Образуется комплекс рецептор—лиганд. Участок 
цистерны распределительного отдела транс-части Гольджи, со- 
держащий рецепторы, связанные с молекулой фермента (лиган- 
дом), приобретает клатриновое опушение и отшнуровывается от 
цистерны, образуя транспортный окаймленный пузырек, кото- 
рый перемещается к лизосоме и сливается с нею. При слиянии 
транспортного пузырька с лизосомой комплекс рецептор — лн- 
ганд оказывается в среде с более низким значением РН, чем в 
полости цистерн аппарата Гольджи, что и обусловливает диссо- 
циацию рецептора и лиганда — лизосомального фермента. Та- 
ким образом, гидролитический фермент достигает цели своего 
пути лизосомы, а участок мембраны лизосомы, содержащий 
рецепторы к маннозо-6-фосфату (точнее, участок мембраны, при- 
надлежавигий ранее транспортному пузырьку) отшнуровывАа- 
ется от лизосомы и в составе окаймленного транспортного пу- 
зырька возвращается в АГ, сливаясь с мембраной распредели- 
_ тельного отдела транс-части Г ольджи (рис. 64). 


функциональной организации ЛизОСом) в некоторых случаях бЫ" 
вают Вне не дефектом в системе синтеза лизосомальных 
_ ферментов, а отсутствием в мембранах аппарата Гольджи име! 
Зо Де ед к маннозо-6-фосфату. При этом нарушается НОР 
‚ мальный транепорт гидролитических ферментов, которые в 74 
_ ких случаях не доставляются и 
_ КИ. лу оставляются в лизосому, а вместе с другим 
секреторными белками покидают клетку. 
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ата Гольджи в сортировке синтезированных белков. 

0, 11 — транспортные пузырьки, циркулирующие между ЭПС и 

ьджи (10) и между пистернами аппарата Гольджи ‚ 12 — ферменты 

ная группа; 14— ферменты лизосом, несущие фосфатную ен 

р нозо-6-фосфату; 16 — белки конститутивной сек] [7 — бОДИЕ 

ой мембраны; 18 — секреторные белки стимули 
ь клатриновое опушение. 
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й Аналогичные рециклирующие транспортные системы обеспе 


чивают, по-видимому, перенос веществ между компартментам 
аппарата Гольджи, между цис-частью Гольджи и ЭПОС ит 


Рис. 65. Участие мембранных структур клетки в опосредованном 
эндоцитозе липопротеинов низкой плотности (ЛНП). 

1—ЭПС; 2, 3 — синтезированные в ЭПС рецепторы к ЛНП (2) и ферменты лизосом 3} 
+ — аппарат Гольджи; 5 — секреторные пузырьки с рецепторами; 6 — плазматическа! 
мембрана; 7— ЛНП; 8— комплекс ПНП -е рецептором; 9 — окаймленная ямка; }- 
окаймленный пузырек; 11 — эндосома; 12 — пузырек с рециклирующими рецептора: « 
13 — пузырьки в ЛНП; 14 — первичная и 15 — вторичная лизосомы; 16 — холестерол | 
цитоплазме клетки. — 


Особенно хорошо доказана и изучена рециклика мембра 
_ при так называемом опосредованном рецепторами (или клатри’ 
_ новом) эндоцитозе. Этот тип эндоцитоза подробно описан. 
_ культивируемых ш уйго фибробластов (рис. 65). Они те 
_ сивно поглошают из плазмы липопротеины низкой плотност 
(ЛНП) -- вещества, синтезируемые в печени и служащие #1 
_Точником холестерина, необходимого для построения клеточнв 
ты см. выше). ЛНП присоединяются к специальным Р 
епт | в мембране фибробластов; зада 
Ры собираются в определенных Ча 
аемых окаймленных ямках, на ци 
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тической стороне которых находится белок к 
). Из этих ямок путем инвагинации образуютс 
и" ‘зырьки, которые поступают в цитоплазму и там 
К отриовую оболочку (см. ниже). Затем такие зе 
К ливаются между собой, формиру о 
рыки © „”, формируя особую структуру 
то ю называют эндосомой, рецептосомой, или Е УРУ, 
Е (сотрагипепе Тог ипсоирИпе гесерюг апа Неаи4 — ком- 
иртмент для ен рецептора и лиганда). Здесь лиганд— 
данном случае Л П] — отделяется от рецептора благодаря 
целой среде, существующей в эндосоме и создающейся за счет 
‘заботы встроенной в мембрану эндосомы (как и лизосомы) Н+- 
`МФазы. Затем от мембраны эндосомы отшнуровываются 
транспортные пузырьки двух видов: одни содержат ЛНП и сли- 
ваются с лизосомами, где из ЛНИ и выщепляется холестерин, 
„ другие (содержащие свободные от лиганда рецепторы к 
ЛНП) возвращаются к поверхности клетки — либо непосредст- 
‘венно, либо через транс-часть аппарата Гольджи — и сливаются 
с плазматической мембраной. Так осуществляется рециклика 
` мембран в этой системе. 

В настоящее время в разных клетках млекопитающих уда- 
‘лось выявить ряд рецепторов, обеспечивающих пронессы клат- 
‘ринового эндоцитоза и проследить некоторые механизмы регу- 
ляции их деятельности (асиалогликопротеиновые, инсулинсвые, 
нумуноглобулиновые и др. рецепторы). При этом оказалось, 
то при клатриновом эндоцитозе судьба задействованного ли- 


танда может быть разной — от полной деградации его в лизо- 


мах до переноса через клетку без всяких изменений путем 
`Трансцитоза. Между этими крайними вариантами могут быть и 
‘промежуточные — © частичной деградацией поглошенных про- 
дуктов и использованием их либо в анаболических процессах 
холестерол), либо в качестве регуляторных молекул. Возмож- 
#0, что специфические регуляторные молекулы а 
8 ядерный аппарат и непосредственно ИЗ в СА и ЛИ- 
3060м; имеются косвенные данные в пользу такого предноло- 


жения. 


Неемотря н 
Ду энлоцитоз 


латрин (см. 
я окаймлен- 


›абот, посвященных этому 
у, мно- 


а большое количество | 
а и вообще внутриклеточному транспорту, 
№ важные вопросы остаются все еще невыясненными. Ч. 
чер, о конкретной роли клатринового опушения. А 
2 клатрин способствует отшнуровыванию А к. = 
Мрька от лонорного компартмента. Одняко: в Каынек® ь 
СЕ ланные о том, что транспорт може" происходить ие 


лоб тностей глалких пузырьков; 
т (- АЗНОВИ тностеи глалких ПУуЗ : 
: АИ Е 6 Ж так называемые «поло 
‚В некоторых к летках оонарп\ жены 1: р 
$ >. . р С # га э ‚ т Г» ‹аймление, НО [®) | 
имеющие характерное ОК | 


тя ’ Пузырьки ы иссле- 
леленно : О феовой природы. Кроме того, О иеоныи 
ания взаимодействия транспортных пуЗы ке ит, многие 
рными компартментами позволили ВЫДе. а 


Я 
белковые факторы, необходимые для осуществления внутрикль 
ТОЧНОГО транспорта, предполагают, что окаимленные пузы К 
могут участвовать как в процессах узиавания пузырьком Свое 
мишени — соответствующего акцепторного компартмента 
в обеспечении слияния мембран. 

В метаболическом аппарате цитоплазмы практически 
каждом этапе гранспорта должны ПРОИСХОДИТЬ Те или ИНЫе ОЙ. 
тировочные процессы. Сортировочную функцию аппарата Гольл 
жи, как отмечалось выше, исследуют, пытаясь ВЫЯСИИТЬ мех 
низмы, с помощью которых его структуры узнают компоненты 
трех идущих через него потоков белков — лизосомальных фев 
ментов, белков, предназначенных для обновления плазмат 
ской мембраны и секреторных продуктов. Однако конкретные 
детали этих процессов также все еще далеки от окончательноге 
выяснения. 

Столь же сложным представляется вопрос о ранних этапах 
сортировки синтезированных белков в эндоплазматической сети 
Так, например, существует ряд белков, которые отвечают за 
процессы, происходящие в полости цистерны ЭПС — образова- 
ние дисульфидных мостиков (изомераза дисульфидных связей) 
правильную укладку белковой молекулы (В!Р — см. выше) 
и т. д. Эти белки должны каким-то образом удерживаться 
полости цистерны, а не транспортироваться в аппарат Гольджи 
с общим потоком синтезированных белков. У остающихся 
ЭЛС белков на М-конце имеется специальная сигнальная после- 
довательность из четырех аминокислот (тееп оп з1опа| — сиг: 
нал удержания); существует и рецептор, узнающий эту после 
довательность и встроенный в мембрану ЭПС. На основании п0- 
следних экспериментальных данных выдвинуто предположение 
о существовании так называемой цистерны спасения — специ: 
ального компартмента, расположенного в непосредственной бли 
зости к ЭПС на пути к аппарату Гольджи. Если комплекс бел 
ков типа В!Р с рецептором в составе транспортного пузырьк: 
покидает ЭПС, то путь к аппарату Гольджи им преграждае 
цистерна спасения. Происходит слияние транспортного пузыр! 
ка с цистерной и диссоциация комплекса рецептор— лиганд; 3% 
тем вновь образовавшийся транспортный пузырек покидает Е" 
терну спасения и возвращается в ЭПС. Пузырьки же, несуще 
прочие белки, отшнуровываются от цистерны спасения и прод** 
жают путь к аппарату Гольджи. Таким образом, между ЦИ 
ной спасения и ЭПС постоянно циркулируют транспортные * 
зырьки, возвращающие в ЭПС белки, которые должны Функ 
онировать в полости ее цистерн. и. 

стеслвенио, что для окончательного разрешения всех ый 
вопросов нужны дальнейшие исследования на новом метс к 

_ском уровне и на широком круге объектов. у". 

_ Проведенный краткий обзор истории становления И < 

менного состояния проблемы взаимодействия мембранных © 
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итоплазмы и поверхностного аппарата показывает, на- 
о быстро менялись эти представления на протяжении по- 
десятилетий. На смену распространенным ранее взгля- 
‹текучем» динамичном характере взаимопревращений 
_ и экзомембран пришли представления о стабильной и 
* соенцированной организации мембранных органоидов и 
и ах сложной транспортной рециклирующей системы для 
Зи этих органоидов между собой и с мембраной поверхно- 
„ного аппарата. Вместе с тем, в формируемой сейчас концеп- 
ди организации метаболического аппарата цитоплазмы нахо- 
ит отражения и представления о единстве всех мембранных 
пруктур и пластичности (как филогенетической, так и функ- 


ональной) этой системы. 


Глава 4 


ЯДЕРНЫЙ АППАРАТ 


4.1. ОБЩАЯ ХАРАКТЕРИСТИКА 


Биологическое значение ядерного аппарата онределяется его 
главным компонентом — гигантскими молекулами ДНК, способ: 
ными к репликации и транскрипции. Эти своиства лежат в 06 
нове важнейших функций ядерного аппарата любои клетки: 
1} удвоения наследственной информации и передачи ее в ряду 
клеточных поколений; 2) регулируемон транскрипции участков 
молекул ДНК и транспорта синтезируемой РНК в цитоплазму 
клеток. 

По характеру организации ядерного аппарата все клетки 
подразделяются па три группы: прокариотные, мезокариотные и 
эукариотные. Клетки прокарнот не имеют ядерной оболочки; их 
кольцевая молекула ДИК реплицируется по унирепликоннему 
типу, транскрипция идет по моноцистронному принципу, а ее 
регуляция — преимущественно по принпипу положительной и о0т- 
рицательной обратной связи. 

Клетки эукариот, напротив, отличаются наличием сложного 
поверхностного аппарата ядра и мультирепликонным типом ре 
иликации молекул ДНК. Укладка ДНК в хромосомы осушест- 
вляется с помошью комплекса белков-гистонов. При прохож- 
дениг клетками фаз цикла репродукции происходят закономер- 
ние изменения упаковки ДНК. 

Мезокарнотные клетки по организации ядерного аппарата 
заниисют как оы промежуточное положение между прокариот. 
ными и эукариотными клетками. У мезокариот, как и у эукари" 
от, имеется хорошо развитый поверхностный апнарат ядра. 5. 
ладка в хромосомы ДНК мезокариот существенно отличается 9" 
организании ДИП у эукариотных клеток. Механизмы реплика” 
ции и транскрипции у мезокариот практически не выяснены. | 

В ялерном аппарате (рис. 66) эукариотных клегок моми’ 
вылелить ряд субсистем, центральное место среди которых ”. 
кимает совокупность интерфазных хромосом — хроматии, № _ 
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Рис. 66. Интерфазное я 
ядра; 2 — наруж тренняя 
тная пластинка, 5 — поров 

ухроматина (8); 9 — структур 
12 — околоядрышковый гетеро 


ый аппарат 
поровыми К 
или ламина. 


‘ 
поверхностный аппарат 
пространством; 4 


е перин 
ибо уклеарным : 
сомы; 7, 8 — участки гетеро-(7) и 9 
11 — ядрышко,; 


рикса; 10 — РНП-частицы; 
поверхностн 


ыы одна субсистема —— это 
в. которого входит ядерная оболочка с 
1 и субмембранная плотная пластинка, 
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& Наконец, последней субсистемой ядерного аппарата являет. 
ся кариоплазма — аналогичная гиалоплазме бесструктурная 


фаза, создающая специфическое для ядерных структур Микро. 
окружение, что обеспечивает возможность их нормального, 
функционирования. Через систему поровых комплексов и мен. 


бран ядерной оболочки кариоплазма постоянно взаимодействует 
с гиалоплазмой. 


4.2. ПОВЕРХНОСТНЫЙ АППАРАТ ЯДРА 


4.2.1. ЯДЕРНАЯ ОБОЛОЧКА 


Наличие на поверхности ядра мембраноподобных структур 
отмечали еще в 1833 г. Затем последовали длительные дискус- 
сни о реальности ядерной оболочки, но уже к 1880 г. ее сущест- 
вование не вызывало сомнений. Постулировалось ч наличие в 
оболочке отверстий, или пор. Глубокое изучение морфологии 
этой и других частей поверхностного аппарата стало возмож- 
ным только в электронно-микроскопическую эру. Биохимиче- 
ский анализ этой системы был длительное время затруднен из- 
за отсутствия надежных методов выделения чистых фракций 
отдельных субсистем поверхностного аппарата ядра. 

Ядерная оболочка является специализированной частью об- 
щей мембранной системы цитоплазмы. Она образована упло- 
щенными цистернами и имеет соответственно наружную и внут- 
реннюю мембраны и перинуклеарное пространство (рис. 06). 
Наружная мембрана ядерной оболочки переходит во внутрен- 
нюю в области ядерных пор. В этих участках располагаются 
белковые структуры порового комплекса, представленные систе- 
мой упорядоченно ориентированных глобул. Внутреннюю мем- 
брану ядерной оболочки на всем протяжении выстилает плот- 
ная пластинка (см. ниже), находящаяся в тесной структузной 
связи с белковыми глобулами порового комплекса. 

Основное биологическое значение поверхностного аппарата 
ядра эукариотных клеток заключается в обеспечении регулиру` 
емого двустороннего взаимодействия ядра и цитоплазмы. 
взаимодействие осуществляется и через систему поровых комп” 
лексов, и за счет функциональной и структурной связи мем 
бранных компонентов ядерной оболочки с мембранными струк” 
турами метаболического аппарата цитоплазмы. Таким образом, 
ядерная оболочка обеспечивает и компартментализацию яд?” 
ного аппарата, и его связь с мембранными органондами Цит”. 
плазмы. наружная мембрана ядерной оболочки непосредсти , 
но переходит в мембраны эндоплазматической сети и пери ” 
клеарное пространство оказывается связанным с полостью Е 
налов и цистерн ЭПС (рис. 67). | 
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омимо таких постоянны 
атках В оея и „ РУКТУрных отношений 
ИХ | временные связи пистог ве. 
оболочки с аппаратом Гольджи, который част \истерн ядерной 
колоядерной области. Эти временные к. = В 
‘го реализуются путем формирования и чаще 
‘ов, отделяющихся от наружной мембраны НЫ пузырь- 
И встраивающихся в цистерны Гольджи. ЖИ оболочки 
отношения, например, аппарат Гольджи может п г обратные 
стие в формировании цистерн ядерной т уча- 
следователи приписывают эту роль аппарату Гол Мыогие ис- 
вообразовании ядерной оболочки после митоза джи при но- 
ней мере, при экспериментальных нарушениях или, по край- 
сборки мембран ядерной оболочки постмитотической 
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ые взаимоотношения между поверхностным аппаратом 
рабочим аппаратом цитоплазмы. 
аправлении цистерн аппарата 


Рис. 67. Структурн 


ядра и 
1 — блеббинг наружной мембраны ядерной оболочки в н 
разборка ядерной оболочки в области ядрышка 


Гольджи. 2 — временная локальная 
(возможный механизм транспорта субъединиц рибосом); 3 — прохождение частицы 
булу порового комплекса; 4 — структурный переход на- 


РНИ через центральную гло 
ружной мембраны ядерной оболочки в мембраны ЭПС; 5 — поровые пластинки в цито^ 
плазме клеток; 6 — ядрышко; 7 — ДНИ. 


Временные связи ядра и цитоплазмы могут, по-видимому, 
осуществляться и путем локального разрушения ядерно’ обо- 
почки; это обнаруживается, например, в нейронах млекопита" 
ющих. Предполагают, что подобным способом может происхо 


| а 
лить и транспорт субъединиц рибосом из ядра ° цитоплазму 


| | СЯ тонкой морфоло! ическои ор! 


го она принципиально не отличается от ана. 
логичной организации Других, мембран ее = 
рата цитоплазмы. В наружной мембране ее рые ми — 
гут быть локализованы специфические Ем р. рецепцни И 
транспортировки синтезируемых на рироромах ры И, ВОЗ 
можно, рецепторы к некоторым гормонам, АР и. 
ружить и ряд ферментов. Специфическими ДлЯ мы мМем- 
браны ядерной оболочки являются, инте! ральные елки, контак- 
тирующие с компонентами плотной пластинки, в области ядер- 
ных пор на границе между наружной и внутреннеи меморанами 
также локализуются особые интегральные белки (см. ниже). 

Для понимания организации ядерной оболочки существен- 
ный интерес представляют ее модификации в клетках протис- 
тов. (Как будет видно из последующих примеров, эта часть по- 
верхностного аппарата ядра вообще характеризуется большой 
пластичностью.) У протистов широко распространена способ- 
ность к формированию сложных опорных структур как в обла- 
сти цитоплазмы, примыкающей к наружной ядерной мембране, 
так и (еще чаще) в области кариоплазмы, примыкающей к 
внутрекней ядерной мембране. Например, у солнечника с ци- 
топлазматической стороны ядерной оболочки образуется слож- 
ная гетерогенная скелетная система. Она служит основой, к ко- 
торой крепятся многочисленные аксонемы, обеспечивающие дви- 
жение этих животных. Со стороны внутренней мембраны ядер- 
ной оболочки у солнечника развиваются дополнительные опор- 
ные структуры. Аналогичные структуры в виде так называемого 
сотового слоя характерны для поверхностного аппарата других 
протистов, в частности амеб. 

Другой вариант организации ядерной оболочки обнаружива- 
ется у гипермастигид. В их клетках наружная ядерная мембра- 
на образует правильные выросты грушевидной формы, в осно 
вании которых сосредоточены многочисленные рибосомы; в дис" 
тальных расширенных участках перинуклеарного пространства 
накапливаются белки, синтезируемые, по-видимому, на этих ри" 
босомах. 

Для протистов вообще характерно образование складок 
ядерной оболочки. Так, у некоторых грегарин ядерные мембра" 
ны образуют многочисленные трубчатые или пластинчатые ВМ 
пячивания. В результате этого общая поверхность взаимодей” 
ствия ядра и цитоплазмы возрастает в сотни раз. Тенденция 
увеличению площади поверхностного аппарата ядра наблюдае!" 
ся и при специализации клеток многоклеточных животных. Ол 
нако здесь оно достигается чаще всего за счет выпячиваний 
ядерной оболочки. В этих случаях увеличение взаимодейству"” 
в. в значительно меньше, чем у трофозоитов г 


ядерной оболочки, 


4.2.2. ПОРОВЫЕ КОМПЛЕКСЫ 
И ПЛОТНАЯ ПЛАСТИНКА 


субмембранная плотная пластинка (ламина). в 


+- Рак в 
>. 137. 1%. 1 1 тст 


еннюю ядерную мембрану, и связанные с ной илающа 


тт 
о ковые структуры — поровые комплексы — представ Брио. 
® специализированную часть ядерного а аа о 
поверхностного аппарата ядра выполняет  преямущественно. 
АНКЦИИ: обеспечивает взаимосвязь ядра и Ола ое 
контакт карио- и гиалоплазмы в области РЕ ЕеНы 
играет структурноорганизующую роль в ВЕЕР ры 
интерфаз- 
ных хромосом, определенные участки которых связа! ух 
Я пластинкой. заны с плот- 
Размеры типичных поровых комплексов у большинства эука- 
пот постоянны для данного типа клеток и составляют от 60 до 
126 нм в диаметре, поровые комплексы характеризуются отчет- 
ливо выраженной симметрией. а | 
Поровый комплекс, как правило, представляет собой два 
кольца из восьми белковых глобул (или гранул) дилметром от 
10 до 25 нм, расположенных по периферии отверстия в ядерной 
оболочке — в области слияния наружной и внутренней мембран 
(рис. 68). Иногда имеется и третье кольцо, расположенное ме- 
жду двумя другими. В центре поры находится гранула, связач- 
ная с периферическими глобулами тонкими фибриллами. По 
мнению многих исследователей, в центральной грануле расно- 
ложен канал, через который в Цитоплазму транспортируются 
высокомолекулярные соединения — белки и РНК. Морфологиче- 
ские и биохимические исследования 60-——70-х годов позволили 
предположить, что поровые комплексы — это структуры, кото” 
рые обеспечивают не только транспортировку иРНК, но и 0С- 
новные этапы ее созревания. В пользу такого предположения 
свидетельствовали цитологические наблюдения, регистрирующие 
резкие изменения морфологии гранул И других образований, 
локализованных в Ядре И транспортируемых через ядерные 


поры. 
Олнозначно ре 
ровых комплексов 
структуры в разны 
дификаний поровых к 


шить вопрос о функциональном значении по- 
достаточно сложно из-за варьирования этой 
х эукариотных клетках. Особенно много мо- 
омплексов наблюдается В клетках протис- 
тов. Так, иногда может не быть центральной гранулы, причем 
° В ядрах некоторых клеток иногда сосуществуют поровые ком- 
плексы с центральной гранулой и без нее. Есть примеры слабо- 
то развития или Даже отсутствия периферических гранул поро- 
В у злекса. Наконец, возможна не глобулярная, а какая“ 
к иная структура его элементов. В и ны ых 
м яя обычные д: - 

еть вид пилиндров или трубочек, сохра! вери? т. 


Ровых тной 
вых ком имоотношения © пло 
плексов вза тим существовало 


мембранами ядерной оболочки. В связи Сс 
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_ зы о том, что центральная глобула представляет собой в 
- ) оч ге цчеоре? про! г 
постоянную структуру, а транспортируемые через поры риб 
нуклеопротеиды. | | и май 
4 В исследованиях 60—70-х годов доказывалась и очень те 


ная структурная связь поровых комплексов Сс плотной СТИи» 
КОЙ. Такая СВЯЗЬ была продемонстрирована, В у. СТИ ГИ, 
опытах с избирательные 
тт а 


удалением мембран ядер 
ной Оболочки. Оказаловь, 
что при действии детерген. 
тов можно полностью уда 
лить ядерную оболочку, при 
этом форма ядра сохраняет. 
ся. Гаким образом, основ. 
ную роль в скелетооргани- 
зующей функции поверхно- 
стного аппарата играет 
чменно плотная пластинка. 
Кроме того, эти результаты 
пытались использовать для 
доказательства — отсутствия 
непосредственной структур- 
ной связи между элемента- 
ми порового комплекса ий 
мембранами ядерной 000- 
лочки и, наоборот, наличия 
такой связи между глобула- 
ми порового комплекса и 
белками плотной пластинки. 
При удалении ядерной 06о- 
лочки поровые комплексы 
остаются связанными с пл0- 
тной пластинкой. 
Выяснение химического 
состава поровых комплексов 


Рис. 68. Организация порового ком- осложнялось трудностями 
плекса, ‚ отделения от компонентов 

Дедвид срерху; Бонд на срез, в плотной пластинки, т. е. п0- 

анизации комплекса. |[— ” я 

ее учения чистых фрак 

‚ГЛ ; ким жная и — В 

мембраны ядерной оболочки: Е. ен иохимических исследо 

‚нуклеарное пространство; 6 — плотная ях использовались как 
астинка, 


екты, богатые поровым, 
комплексами со слабора” 


комплексов охарактеризованы (в 


ыделены), например, Г 
протеиды 190 и 62 кДа, связыва ) Р 


ющие периферические гра# 
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‚с наружной и внутренней ядерной мембраной 
иксирующие поровый комплекс в ядерной оболочка 
пор | 

Массой 45—5|() кДа 


овых комплексов входит также группа 
идов — _ иНИЕ — молекулярной 
представляющих со он особый класс ГлИКОП 2 
жащих ВА ащетилглюкозамин, связанный О-гликозидной хе дер- 
с серином полипептида. Обработка ядер лектином \СА И ри; 
клональными антителами на углеводный остаток и 
нов показала, что эти белки локализованы в периферических 
глобулах ядерной поры. | ь 

Многочисленные факты свидетельствуют об изменении Коли- 
чества ядерных Ор а значит, и поровых комплексов в разные 
периоды жизнедеятельности клетки, в разном функциональном 
состоянии и при экспериментальных воздействиях. Как правило, 
чем более активен ядерный аппарат клетки, тем больше пор об- 
наруживается в ядерной оболочке. Количество поровых комн- 
лексов на поверхности ядра может варьировать от 102 до 5.107 
(от 1—9 до 50—60 на квадратный микрон); изменяется и плот- 
ность их расположения (особенно в процессе дифференцировки 
клетки и в ответ на разные воздействия). При новообразовании 
поровых комплексов существенную роль играют интегральные 
белки мембраны, расположенные в местах контакта наружной 
и внутренней мембран ядерной оболочки. 

Через поровые комплексы осуществляется транспорт различ- 
ных соединений из ядра в цитоплазму (все типы РНК) и из 
цитоплазмы в ядро (различвые белки). Процессы, а 
щие в поровых комплексах с м ры а 
МИ (например, РНИ), далеки от окончательного в 


ит в ОСНовном В 
. РНК у эукариот происход 
а ея чено, что какие-то этапы про- 


скКЛлЮю | 
ядерном матриксе, хотя не и 3 
и о проходить и в области поры. Так, у а 
ны ь 
. : ны ферменты, способ 

- лексах обнаруже Е 
— = РНК. В ядерных порах, В 

ыы м замена одних белков, связанных си 


гие (см. ниже). лярные соединения свободно пиффунли т — 

В к полипептиды молекулярной массой до 30—35: Е 
ВЕ? ходят в ядро; диффузия овальбумина (43 кДа) ье 
легко Пе альбумин (68 кДа) не в 
ВВ рового комплекса. Для и а 
В келярных белков ОНИ ДОЛЖНЫ 


” локализации. 
_ сигнал ядерной Л | 
ое Е еского транспорта ИС 


е. как бы 
е. В состав 


Нальную последов Се 
Закономерности ние итах ксенопуеа © поме 
птх опытах на о0ц золотом. 

<ледованы в модельных ао 


кол 

Щью белка нуклеоплазмина, мет рака 
Этот пентамерный белок 16: а) о видимому, 

Клеоплазме) ооцитов амфибии, где, 

_ Ственную роль в сборке нуклеосом. — 


играет суще” 


ы Инъецированный в цпитоплазму те. ЧУКлеопда» 
мин быстро аккумулируется В т ^ ыы канал Цент. 
ральной глобулы порового комплекса. ея биос... белка ць 
рез ядерную оболочку ответственны вебольшие линейные ко» 
цевые участки мономеров нуклеоплазмина; их удаление препят 
ствует переходу белка в ядро — пентамеры, лишенные КОНЦевы 
участков, оставались в цитоплазме, а изолированные Концевые 
участки были способны проникать в ядро (рис. 69). Если Сшить 
такой концевой участок с любым белком, в норме не локализу. 
ющемся в ядре, например галактозидазои, то последний транс. 
портируется через ядерную оболочку в кариоплазму. На С-ков. 
цевых участках мономеров нуклеоплазмина имеется сигнал 
ядерной локализации — определенная последовательность ами. 
нокислот. В большом Т-антигене вируса полиомы также выяв. 
лена подобная сигнальная последовательность. Гомологичный 
сигнал содержится и в молекуле большого Т-антигена вируса 
5\40, причем в этом случае принципиальное значение для 
транслокации белка в ядро имеет Гуз 128; точечная мутация — 
замена лизина в этом положении на другую аминокислоту— 
блокирует транспорт, и белок накапливается в цитоплазме. 

Процесс транслокации через ядерную пору начинается, ве: 
роятно, с ассоциации транспортируемой молекулы с рецепторами 
порового комплекса. На ооцитах ксенопуса показано, что об: 
работка лектином \СА препятствует переходу нуклеоплазмина 
в ядро, в то время как процессы пассивной диффузии нечувет- 
вительны к действию лектина. Как показал электрофоретиче 
ский анализ, лектины связываются с гликопротеином 63— 
65 кДа. Добавление М-ацетилглюкозамина — вещества, специ: 

_ фически связывающегося с УСА, снимает лектиновый блок 

_ транспортных процессов. Моноклональные антитела к ряду Гл" 

_ копротеидов порового комплекса (в том числе к нуклеопори 

_ вам) также ингибируют транспорт. 

®— Для переноса в ядро высокомолекулярных соединени 

_обходима энергия АТФ, иначе «кариофильные» белки Т 

связываются с поровыми комплексами, но в ядро не прони я 

В опытах с меченным коллоидным золотом нуклеоплазми., Е. 

пи выяснены интересные детали процесса транслокации круг 

в ии концентрируется зы 

> | риллами, связывающими к- 
с с цито- и кариоплазмой; они, по-видимому, т 

от транспортируемые белки на ядерной оболочке. 

Ао бы предположить, что эти фибриллы относят, 
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Рис. 69. Схема опытов по транслокации белка нуклеоплазмина в ядро ооци- 
тов ксенопуса (по: Аегз е.а., 1989). 


А -—. инъецируемый материал; Б, В — его локализация в клетке сразу (Б) и через 
некоторое время (В) после инъекции; Г — прохождение маркированного белка через 
ядерную порРУ. 1-— нативный пентамер нуклеоплазмина; 2 — пентамер без концевых 
Участков молекул; 3 — изолированные концевые участки, 4— концевые участки, свя- 


комплексы представляют собой сложную надмо- 
лекулярную структуру — своеобразный органоид ядерного ап- 
парата. Они обладают как собственным рецепторным, аппара- 
том, сосредоточенным И на наружной, и на внутренней поверх- 
ности ядерной оболочки (по-видимому, в периферических грану- 
лах), так и аппаратом для регуляции направления, способа и 
интенсивности транспорта через центральную глобулу порового 
Комплекса. Однако тонкие механизмы регулируемого двусторон- 
него транспорта между ядро» и цитоплазмой все еще остаютс» 

значительной мере невыясненными. 


Поровые 
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_ остается и функция особых СТРУКТУР — поровы; 
пластинок, или аппшае [атеПае, ее представааии собор 
стопки мембран с поровыми комплексами и обнаружены как 
цитоплазме, так и в ядерном аппарате клеток многих ЖИВОТНЫХ, 

Относительно хорошо изучена другая важнейшая струк 
ра поверхностного аппарата ядра — плотная пластинка, или ла 
мина. Степень ее развития может варьировать в широких пре 
делах: от едва заметной (толщиной 20—80 нм) убмембранной 
сети, дс мощного (250—300 нм) сотового слоя ядра у некото. 
рых простейших. Ультраструктура и степень развития плотной 
пластинки может зависеть и от функционального состояния, в 
от стадии дифференцировки клетки. Все это свидетельствует д 
большой функциональной и филогенетической пластичности 
этой структуры. 

Как отмечалось выше, плотной пластинке приписывали ор- 
ганизующую роль по отношению к поровым комплексам, одна- 
во в настоящее время начинает преобладать мнение о том, что 
она прежде всего обеспечивает прочную связь периферического, 
да и всего ядерного матрикса, с внутренней мембраной ядерной 
оболочки. Еще одной функцией плотной пластинки является ее 
участие в упорядочении расположения интерфазных хромосом 
(рис. 70, А). Удалось также продемонстрировать связь плотной 
пластинки с цитоскелетом, в частности, с его промежуточными 
фнламентами. 

| Плотная пластинка (или ламина) образована белками лами- 

Нами; у высших эукариот в состав плотной пластинки входят 

° ламины трех типов —А, В, С— молекулярной массой 62— 

° 72 кДа. Ламины А и С очень близки по аминокислотным после- 

_ довательностям, ламин В незначительно отличается от них. Про- 
цен тогии между ламинами весьма высок; эти белки дают 

тые иммунологические реакции. 

амины высококонсервативные белки. В эритроцитах птиц 

гную пластинку образуют два ламина — А и В; в тканях 
пуса — пять; у насекомых (дрозофила), дрожжей и В 
х моллюсков — один (ламин В). Плотная пластинка м0 

ься из ламинов одного, двух или трех типов 68 

ний структуры. 

›укариот ламины ДА, В и С обычно представлен 

зах, хотя некоторые данные указывают : 

ошение может варьировать в зависимости ° 

› состояния клетки и ее метаболической акти | 
‚ Зольшое сходство между ламинами Плот а 

ролочки и белками промежуточных ‘ 

‚ МИ Олизки по первичной структуре; 

омологии по аминокислотным побои, 

ется между ламинами и вимент" 

Ибриллярным кислым белком и 
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Рис. 70. Организация плотной пластинки. 


А — связь плотной пластинки Сс ядерной оболочкой н хроматином; БГ -— реорганизацая 
е клеточного цикла: Б — интерфаза, В — поздняя профаза и 
. 3—5 — ламины 


п 

отной пластинки В ХОД ‘тер 
А(3 телофаза. /— ядерная оболочка; 2 — интегральный белок мембраны; 

(8), В(4) и С(5); 6 — хроматин, 7 — конденсированные и < — деконденсирующиеся 

хромосомы. 

в (как н белков 
яе я-спиральных 
МИ — линкерами, 
частки обра- 
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Особенностью вторичной структуры ламино 


А 

у?омежуточных филаментов) является налич! 
_ ‘астков, разделенных линейными перемычка 
имодействии двух соседних молекул эти У 


Ч (| со), закручиваясь ОДИН вокруг 

‹ пес раль (соПе‹ д 

УЮТ СУП р ПТ 
$4 этличие от промежуточных филаментов у ламинов о. 
дж | » й , 7 21 е | № 
ральные участки гораздо длиннее, а линкеры занимают е. 
незначительную Ч 
Олигомеры ламинов 


асть молекулы. 
формируют плотную сеть, Напоминак 
щую спектриновую структуру субмембраны эритроцита. На ва 
цитах ксенопуса показано, что ламины объединяются в Орто? 
нальную сеть с антипараллельным расположением молеку, 
Один из ламинов (ламин В) вступает в тесную структурную | 
связь с мембраной, взаимодействуя с интегральным белком 
рецептором к ламину В. Не исключено также и встраивание в 
мембрану гидрофобного участка ламина В. Надо отметить, что | 
в молекуле ламина В имеются протяженные последовательно. 
сти гидрофобных аминокислот, которых нет в ламинах А ис й 
Во время митоза ламин В оказывается связанным с мембран. 
ными иузырьками, на которые распадается ядерная оболочка 
(рис. 70, Б). Ламины А и С при этом равномерно распределя- 
ются в цитоплазме или образуют частицы с константой седи- 
ментации 4,5 $. Разборке плотной пластинки при митозе пред- 
щшествует фосфорилирование ламинов. Возможно, что процессы 
их частичного фосфорилирования и дефосфорилирования игра- 
ют существенную роль в регуляции работы ядерного аппарата 
в интерфазе. п уЙго удалось продемонстрировать связь С-кон- 
цевого участка ламина В с анкирином и М№-концевого — с ви: 
НОМ. 


м 


ть основания считать, что плотная пластинка способна 
ществлять. уктурные взаимоотношения с цитоскелетом. 
некоторых ках в области поровых комплексов удает 
ть непосредственную связь промежуточных филамен- 
компонентов плотной пластинки. Можно предполагать 
ъ плотной пластинки с филаментами цитоскелета так 
‚ по-видимому, обеспечивается М-концевыми участками 14 
В. Но сути дела, плотную пластинку можно считать сп 
изированной частью общей скелетной системы клетки. 
интерес для выяснения конкретных фут 
парата ядра представляет вопрос о БЗаим 
нки с ДНК интерфазных хромосом. 


ИУ | ие 
| Вы минирующ обенно 8 


'е связана ДНК с белками сышее 
‚связи имеют гораздо бо 
_регуляци! 1 репликации . 
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43. ИНТЕРХРОМАТИНОВЫЙ ЯДЕРНЫЙ МАТРИКС 


едставления о существовании интерхроматино-_. 
№ о матрикса возникли еще до применения в НЫ. 
Шуслелованиях > с стРочного микроскопа. Уже в 1949 г.в м 
"сывали мощную сеть остаточных бе ‚ В ядрах 


| ЛКОВ ПОСЛе экстрак 
0, №0 . <. , . = экст акции 
м оматина солевыми растворами. В известных сводка ". конца 


; . ла 60-х Е = у 
0-х и нача а - одов она получила название остаточной 
] ранулярно-фи ы ллярной сети РНП и рассматривалась наря- 
ю у с хроматином а важная скелетно-регуляторная система 
дерного аппарата. однако к середине 60-х годов стали появ- 
яться скептические высказывания относительно реальности 
у этой структуры, возможно, из-за отсутствия в то время строгих 
\ [биохимических методов, позволяющих разделить негистоновые 
‹ [белки ^роматина и белки ядерного матрикса. Тем не менее к 
[середине 70-х годов накопилось достаточно данных, не позво- 
а|ляющих подвергать сомнению существование ядерного матрик- 
 [са, и в настоящее время к этой системе ядерного аппарата при- 
г [еято относить структуры, остающиеся после обработки ядра 
[рядом агентов (МаС], детергентами, ДНКазой, РНКазой). При 
н[ такой обработке из ядер клеток печени, например, извлекает- 
‚|я по 99% ДНК, РНК, фосфолипидов и 90% белка. Остаточ- 
з|ный компонент и представляет собой ядерный матрикс или не- 
‚ ’роматиновые структуры ядерного аппарата; он состоит на 
‚ |244 из белка, 1,1% — РНК, 0,1% —ДНК, 1% — фосфолипи- 

ов, 5,5 — углеводов. Определенные участки молекул ДНК и 

РНК обра обенно тесные структурные и химические свя- 
| разуют ос И ке 
‚ис белками ядерного матрикса и при специальной обработке 
. |‘Звлекаются вместе с ними. 
‚| Ядерный матрикс образует следующие морфологические 

(т | ерическую сеть (плотную пластинку и по- 
‚ Пруктуры: 1) перифер еть, 3) грану- 
вые комплексы), 2) остаточную ядрышковую сеть, р 

ТЬ. 

Ярно-фибриллярную интерхроматиновую се 

ты к ыы удаление поверхностного аппарата ядра (обо- 
| Р поровыми комплексами) не вызы- 
Чки и плотной пластинки с пор х и 
ет изменения формы ядра, сохраняющейся за счет остаточ 
“ети —. матрикса. Более того, при проведении этой мани- 
Щи бластотрансформированными лимфоцитами и ам 
т м сохраняет специфи- 
Дерными лейкоцитами остаточная сеть 
| т для каждого вида клеток форму (округлую для лимфо 
10В и неправильную для зернистых вит... о — 
| з доказывают реаль | 
‚, ЭТи данные, во-первых, еще ра ают на его 
ыг. - ых, указывают на с 
вова НОГО матрикса И, ВО-ВТО] , е ы 

в ния ядер ю роль. На изолированном матриксе мак 
Е анизующу сес. . о способность набухать 
ми КЛеуса тетрахимены показана еее киа 
% „Жиматься при действии солевых и о. 
9:4 продемонстрированы однотипные ь 
20 


| 


| 


гии ядрышек и ядрышкового матрикса при действии Наркоти. 1 
КОВ. 

Освовным компонентом ядерного матрикса являются бе 
вые фибриллы и гранулы РНП диаметром около 7 и 29 НМ со. | 
ответственно. Периферическая часть матрикса содержит плот. | 
но упакованные крупные гранулы и фибриллы, тесно контакти. 
рующие с ламиной. Фракция РНИ наиболее гетерогенна по сво. | 
ему составу и «чувствительна» к различным методам ВЫделе. 
ния. Белковый состав матрикса также весьма гетерогенен; в 
отличие от эволюционно консервативных белков ламины сред? 
полипептидов ядерного интерхроматинового матрикса обнарь № 
живаются компоненты высокоспецифичные для каждого типа | 
клеток. Молекулярная масса белков интерхроматинового мат: | 
рнкса в основном варьирует от 40—70 до 100—200 кДа, Неко- # 
торые из этих белков являются общими для матрикса интер- 
фазных клеток и скаффолда митотических хромосом (см. ни- 
же). Часть белков интерхроматинового ядерного матрикса об. 
ладает сродством к ДНК и РНК, обеспечивая их прикрепление 
к матриксу и регуляцию столь важных процессов как реплика- 
ция и транскрипция (см. ниже). 

Установленным фактом является и наличие в ядерном аппа- 
рате актина, ассоциирующегося с ядерным матриксом. В ядрах 
ооцитов ксенопуса он в основном представлен С-актином, одна- 
Ко, возможно, это связано со спецификой объекта. В ооцитах 
травяной лягушки обнаружены актиновые филаменты. Такие же 
структуры выявлены в ядерном матриксе амебы, слизевика и 
ряда других клеток. Существуют данные об участии актина в 
регуляции транскрипции хромосом типа ламповых щеток. Так, 
путем микроинъекции актинсвязывающих белков и антител к 
актину в ядро ооцита Р1еигоде]ез \уа!!| селективно ингибирова- № 
ли транскрипцию, происходящую с помощью РНК-полимеразы 
И. При этом наблюдалось уменьшение размеров петель и кон} 
денсация хроматина, а вблизи хромосом происходило формиро’ № 
вание сети актиновых филаментов, тесно связанных с РНК-1п0- в 
лимеразой Ц. Возможно, что регулирующая роль актина оу № 
ловлена его способностью к гель—золь переходам. 
`%ь В. препаратах ядерного матрикса выявляются обычно В- И \ №. 
изоформы актина, однако в некоторых клетках в дополнение К К 
ним имеется еще две его кислые модификации. Актин транс” 


оон ааа в ядро при помощи особых актинсвязывающи” 


Матрикс ядрышка 
5 Ти - р представл 


ЛКо- 


р. 
зу 
7% 
ИЕ 


> ‚ В его состав входят преим ре К 
| ' олее подробно этот вопрос мы 9“. 1% 
| ве РНК отрении процессов синтеза и созревания рибо” \\, 


4.4 == 
Е ные ХРОМОСОМЫ 


Исследование хроматина в инте 
конце прошлого века. Однако мо 
лили охарактеризовать интерфазные хромос 
ДИШЬ В самом общем Виде, Так, в ВЫДел мМОСоМы, ИЛИ хроматин 
ности хроматина: деспирализованный ле 2 едУЮЩие разновид. 
зухроматин и конденсированный че чеконденсированный. 
разделяется на конститутивный и фак : ре ин, Который по 
По этим представлениям, аа Утьтативный, 
может деконденсироваться и и ва ое ОМАТНЫ не 
МЯ как факультативный гетерохроматин ых вре- 
к такого рода превращениям. Позднее было я ностью 
зухроматин содержит транскрибируемую ДНК ДНК зано, Что 
тивного гетерохроматина, находясь в иен 
нии, не транскрибируется. Естественно, что состав Фатыр 
ного гетерохроматина и его относительное количество не одина- 
ох рее НЫ 28 разных тканей одного орга- 
уровне дифференциации клеток 
одного типа. Гак, например, количество факультативного гете- 
рохроматина резко уменьшается в ядрах лимфоцитов при блас- 
тотрансформации и, наоборот, резко увеличивается при диффе- 
ренцировке ядерных эритроцитов позвоночных. Еще более на- 
глядно проявляются подобные изменения при пересадке ядер 
дифференцированных клеток в яйцеклетку амфибий или при 
формировании гетерокарионов из эритроцитов и раковых клеток 


в культуре 1 уИго. | 
в интактных 
Анализ организации интерфазного хроматина дос 
копическими методами дал дово. 
ядрах электронно-микрос р о рОмОСОМ 
. В основной массе интерфазных хро!: 
‘скромные результаты. ком исследовании обнаружива- 
+ орон озориеотиы фибриллы разного диаметра. Их 
р а единицу площади, варьировало. 
Число, приходящееся на едставлений о структурнон организа- 
| В углу, ры существенную Роль сыграли много- 
мос . | | мосСо- 
| чии интерфазных ХР, выполненные на пренадоиты И ь 
численные чы желез двукрылых насекомых ме По 
Мах клеток СЛЮНЫ о из ламповых шеток (рис. 1% 
 9собе хромосомах ТИ . „ют ершики для чистки 
вно на ХР хромосомы напоминают ершики / уни 
зиминем) не ет  ромосомы типа ламповых ыы рый м состоят 
я ‹ + . ЗИОЗс х н 
новых ламп. первого деления м‹ ‹ро- 
| : профазе пе] зываемых *!1 
отся в яйцеклетка» , я хроматина (так а НК и интер 
3 участков спирализов ь деспирализованной Д 
` ЛЬ 


в ь мо- 

‚клу собой хро" 
_„ Мерных участков), ТНК связывающих оных В парал- 
2. ерных участков сомы содержат мно! рог и хромосо” 
Политенные хр” ДНК. Они та" Ж* ванных, ПЛОТНО 
| . 


м ЛЪНо расположенны” о. из спирали связывающих 
МЫ тина ламповых Ш молекул ДНК — диско 207 
ованных участк 


Рфазных я 
| ^ яДрах НЕ 
) | ачало 
Рфологические Методы г же 
^ ПОЗВО- 


Д . 
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их неспирестЖованных участков. пирализованные, или хр 4 
мерные, участки способны деспирализовываться и образов к 
петли — так называемые пуфы политенных хромосом. вать 


Рис. 71. Организация политенной хромосомы (по: АЪег{ е.а.., 1989). 


А — укладка хроматиновых нитей в хромосоме, Б — образование пуфа, В — вид в св». 
товом микроскопе. 1 — хроматиновая нить; 2 — хромомер с плотной упаковкой ДНК 
{диск). 3— междисковый участок; 4— пуф; 5 — РНК-транскрипт; 6-- петли ДНК 

образующие пуф. " 


В пуфах политенных хромосом и на петлях хромосом типа 
ламйовых щеток происходит интенсивная транскрипция. 
Выводы, вытекающие из цитологического анализа хромосом 
этих двух типов, легли в основу представлений о хромомерном 
принципе организации хромосом. Суть их заключается в том, 
что в ДНК хромосом присутствуют хромомеры — участки вре 
менно конденсированной ДНК, которая не транскрибируется. 
Они могут деконденсироваться (деспирализоваться). Хромо 
мер при переходе в активное, транскрибируемое состояние 
формирует петли из деконденсированной ДНК, на которых 8 
протекает синтез РНК. } 
Параллельно с морфологическими широко проводилиср р 
разнообразные биохимические исследования хроматина, вре: 
‘ленного из эукариотных клеток. Особенно интенсивно та№! 
работы развернулись начиная с 60-х годов. Прежде всего °`, 
установлены количественные соотношения ДНК и болван 
ДНП и дана качественная характеристика этих основных 
разующих ДНП соединений. Кроме того, из хроматина было ый 
делено небольшое количество РНК (около 1%), которой отд = 
| гу 
ные исследователи приписывали существенную роль В : 
ции транскрипции. й 
При биохимическом анализе ДНК эукариотных клеток ие 
деляются три фракции, содержащие уникальные, умерен” — 


‚оряющиеся и высоко повторяющиеся пос 
| хлеотидных пар. Они представлены в м Ну- 
У днк, а хромосому, соответственнс о О 
о раз (уникальные по- ^^ ОДИН или неско 
‘ледовательности или уни- : 
десятками или сот- 
НЯМИ копий (умеренные по- 
иоры) и сотнями тысяч — 
иногда до миллионов копий 
(множественные повторы). 
Умеренные повторы длиной 


ЕУ, ве 
от нескольких сотен до не- В а 
скольких тысяч нуклеотид- 
ных па 
р (н.п) составляют УИС (7.2 
== - №7, Ш Е", 9, Ш... 7. Ш, — 


10—15% генома у разных 


видов эукариот. Множест- ПА, Е [ ы 
венные повторы состоят из ь : 
В - 


коротких нуклеотидных по- 
следовательностей (до не- 
скольких сотен). 
в ДНК с уникаль- В = 
ледовательностями Е 

нуклеотидов содержат ин- г 
‘формацию для синтеза раз- 
вообразных белковых моле- 
кул. Среди продуктов, коди- 
руемых умеренно повторяю- 
ое последовательностя- р 
ми, находятся рибосомные 
и транспортные РНК, а так- 
же информационные РНК 

для всех фракций гистонов. 

ысоко повторяющиеся по- 
следовательности ДНК от. 

личаются от остальной ДНК 

ядра составом основа- Рие. 12. Хромосома типа ламповых 
ний _ и оследовательности щеток (по: АТЪег!з е.а., 1989). 

Фи Е мы, Б — участок 
9богашены АТ- ИЛИ ГЦ-па- арены О °же увеличено: 1 — пет- 
ВИ Это так нае, р ро рН трансриит 

теллитная ДНК. Она вхо 
24 в состав конститутивно- Е. 

гетерохроматина ы пентромеров и теломеров хромосом и ок 
лоядрышкового гетерохроматина (см. ниже). Основная часть. 
Теллитной ДНК обычно не транскрибируется ш мо. ий 
| ре ДНК отводили определенную роль в процессах и арх 
и м в мейозе и обеспечении пространственно» Пориейни= 
_ СРУМ мв интерфазном ядре: теломерные участки хр и | 
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В отной пластинке ядра (ламине, см. рис. 105} 


прикрепляются к пл 
Много ценной информации было получено в 60-е годы о бе 


ках ДНП. В биохимических исследованиях четко выявлена и’ 
структурная и функциональная гетерогенность. Все белки ДИР 
две большие группы: гистоны и негистоне | 


подразделяются на 
вые белки. Гистоны представлены пятью освовными фракци; 


ми (Н1, Н2а, Н2Ь, НЗ, Н4). Гистоны обладают рядом об. 
ших свойств и построены по одному принципу. Один или об; 
концевых участка молекулы гистона имеют неупорядоченнуу 
конфигурацию и образованы положительно заряженными ами. 
нокислотами. Остальная часть молекулы имеет глобулярнук 


структуру и характеризуется выраженной гидрофобностью. Г 
стоны способны подвергаться различным модификациям — фос 
форилированию, поли-АДФ-рибозилированию, метилированию 
и ацетилированию. Гистоны На и НЭЬ иногда образуют ком 
плексы с убиквитином. Гистоны Н1, На и Н2Ь содержат боль- 
шое количество лизиновых остатков (особенно НП), а в 60- 
став молекул гистонов НЗ и Н4 входит множество остатков ар- 
гинина. Модификации гистонов могут быть выражены в разной 
степени и приводят к изменениям их СВОЙСТВ. ‹ 


Гистоны НЗ и Н4 отличаются удивительной эволюционной | , 
консервативностью. У филогенетически отдаленных форм (клас- 
сический пример — тимус теленка и проростки гороха) эти гие |, 
тоны различаются местоположением лишь одного-двух амино- |, 
кислотных остатков. Столь высокая филогенетическая стабиль- 
ность гистонов свидетельствует как о специфичности функ | 
этих белков в структурной организации хроматина, так и одно |, 


значности ее реализации в живой природе. Гистон Н1, наобо- фа 
рот, характеризуется значительной вариабельностью. Это про 
является не только в различиях аминокислотного состава Ё 
последовательности аминокислот у гистонов Н1 разных видо” 
животных, но и в наличии нескольких вариантов этих белко? 
в клетках одного организма и даже в одной клетке. Кроме 19° 
го, в некоторых случаях, например в ядерных эритроцита* = 
звоночных, гистон Н1 замещается гистоном Н5, белком, 8“ 


никшим в эволюции, по-видимому, независимо и параллельно - 
гистоном Н1. Гистоны Н2а и Н2Ь характеризуются сравните» 
но большой консервативностью, хотя и не в такой МЕР о 
гистоны НЗ и Н4. Разные субфракции гистона Н1 синтезиру" 
ся на определенных стадиях клеточного цикла. У Млекойи 


щих одна из субфракций Н|! выявляется в интенсивн | 
< Щихся клетках и характерна для злокачественной тран“ торов 
__ Щии. В 60-е годы гистонам приписывали роль регул ко 
_ транскрипции. Однако данные об универсальности У у 
_ в клетках эукариот, большой консервативности отдельных - 
В Отонов и, наконец, отсутствие выраженной тканево 
ети, привели к заключению, что гистоны участ” 
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кладке ДНК в хроматине клеток эукариот. В 

р. ой ТОЧКИ рЕНЯ явился факт, что в слу °сьма интересным 
бо ПЛОТНОЙ упаковки ДНК в ядерном НН необходимости 
„амена гистонов другими белками. Именно ппарате происходит 
слюдается в зрелых сперматозоидах многих такая ситуация на- 


. ТНЫХ. ВИДОВ \ 
ных ЖИВО Гистоны по мере созревания Аи 


‚ прогрессируют те" конденсации ДНП замен 
ками (протаминами, цистеинпротаминами) яются другими бел- 
кенными щелочвыми свойствами | с еще более выра- 
фракция негистоновых белков весьма 
включает многочисленные белки-фе ве Е - 
процессы репликации, транскрип рменты, обеспечивающие 
"1 тистонов, часть белков ри ея и вторичных преобразова- 
|" 7 
ниже) ит.д. р татрикса, НМо-белки (см. 
Крупны 
Ая Не в 60-е годы в биохимических 
- ина, не могли не привлечь вн! 
а : внимание ци- 
р того, дальнейшее изучение организации ДНИ, 
а его упаковки в ядерном аппарате, структурной орга- 
ее и ее регуляции требовало сочетания биохимических 
р с методами структурно-цитологического анализа. Серия 
лексных морфобиохимических исследований была проведе- 
т а выделенном хроматине с использованием просзечивающе- 
2 и сканирующего электронных микроскопов. В результате 
] их исследований было установлено, что ДНП обычно пред- 
гавлен фибриллами диаметром 125; 25; 50 нм, образующими 
сложную переплетающуюся сеть. Изучение химического сост” 
ва фибрилл и СВОЙСТВ ИХ компонентов В совокупности с анали“ 


зом морфологических картин привело в конце 60-х годов к 


созданию первой научной концепции структурной организации 
леток. По этой кон- 


у 
ДНП интерфазных хромосом эукариотных к | 
цепции дуплекс (двойная спираль) гигантской молекулы ДНК 


хромосомы спирально закручивается и удерживается в таком 
*® оболочкой из молекул гистонов всех пяти 


состоянии сплошной ы 
классов, взаимодействующих между собой и © ЕО 
ДНК Е результате этого взаимодействия образуется фибрилла 


) диаметром 12.5 нм, которая и представляет собой первый ус- 
„й тойчивый УРОВень организации ДНИ. Фибрилла лиаметром 


А Ам или второй уровее о орг т 
спирального закручивания первичной ) 
вание происходит В результате взаимодействия поверхностных 


_ Групп гистоновых молекул соседних участков первичной фи- 
бриллы обусловленных вторичными изменениями молекул Гис” 


_ тонов, например, их фосфорилированием. Из фибрилл д 
_ ром 25 нм, в СВОЮ очередь, таким же образом формиру®`^ 


_ Фибр 

ь иллы диаметром 50 нм. < а ши- 
__ Эта концепция (гипотеза «гистоновои шубы») по Одка- 
_ Рокое распространение в коние 60-х и начале т 7 накоплены 
_ к концу этого периода (1972-1073 Пр 211 


Факты, не с ты 
НИ ыы о местимые с рассмотренной схемой 
“к, В опытах по ферментативному ГИД Е 


НП. 1 эрга: 
псказ: ь т 
г ы зано, что на первых этапах гидролиз: У ДНИ бы 
трезки размером 200 нуклеотидных па ны. , 
о ЧТо эти результаты свидетел! 
| ых участк ` < 
ты участков, где ДНК оказывается наибол 
с“ нуклеазамк Иными сле 
гн\ замк. ми словами, данн 
ива} | : ; Пт ь 
р. о ДНП свидетельствовали о существоъано В 
роди ‘ности, характерной для строения ДНП зе. пе 
7 7 7С "^ ^ ^^ $ 
ледует непосредственно из модели организации Н 
ай гистоновой шубы» с 
у о 
=” это же время А. Олинс и 
дования хроматин 
транскрипции. Их 


в Че. 
" ДНИ 
се ЛОСТупной дла 


Д. Олинс примени 
а метод, предложенный ранее дл 
лученных ранье: а принципиально отличались ОТ П0- 
= р Ы хроматина обнаруживали четко вы. 
раженную субъединичную структуру. Они состоял из н и 
ших глобул («бусинок») диаметром около 10 нм, язаниь 
жду собой нитью ДНК. Оказалось, что степень конденсации 
таких глобул зависит от ионной силы и ИОННОГО состава изоля. 
ционной среды. (Эти данные казались настолько необычными, 
что исследователи в течение года не решались их опублико- 
вать.) После публикации глобулы стали называть нуклеосома: 
ми, а субъединичную модель организации хромагина —- нуклео- 
сомной, или моделью «бусинок на нитке». 
Б течение нескольких лет благодаря большому количеству 
прямых экспериментальных доказательств модель «бусинок на 
нитке» получила широкое распространение и в настоящее вре: 
мя является общепринятой. | 
Создание нуклеосомной модели организации хроматина вы“ 
звало необходимость более детального анализа гистонов, спо’ 
ссба их взаимодействия между собой и с ДНК. Удалось к 
зать, что одним из характерных свойств этих а о 
их стремление к агрегации. Гистоны НЗ и Н4 ш ие 
ют тетрамерные комплексы (НЗ»-Н4,), а Н2а и . 
олигомеров. Совокупность олигомеров и в. к 
И иЗет лиффракционную. картину, хара № 
хроматина. Белковая глобула, составляющая Но, Н 
| | ве молекулы гистонов Н2а, Вы 
и, ВЕ скгаиер Длина отрезка ДНК нуклеосомь 
И гистоновый О ; ие гистоновы 
’° 200 н. п. Нуклеосомы, содержащ ми. Ее 
_ 145 кс днк, называются коровыми ео линены 9 
_ став не входит гистон Н1. Коровые нуклео Размеры Ла 
юй 20—90 н.п — линкерами. ми обычно а, 
5 ва0 от у разных объектов. С ке" ко 
ется гистон ЕЁ 1 (рис. 73). Частицы, т на Н 
р и гистон Н1 (одна моле У теосоме. 
уют так называемой полной ‚ а имеет ® > 
› предполагали, что нуклеосо жа 


АР, о 


ли ДлЯ Иселе, 
я наблюдения 


-. р ” р 
став не вход. 
Пс > а 


нка», на который намотана ДНК. Сейчас с по 

} структурного анна. УЗЕЛОЕЬ. ПОКАЗЫ нуклеосом 

Г ставляет собой плоский диск диаметром 11 ну и к 
п оны находятся внутри диска | Е 

ы нм, Гист Ура ЕКА, а, ДА оовивает его 

два полных витка — 


| мощью рент- 
С что я 


`°74), образуя 1,75 витка спирали ( 
). С помощью различных тонких методов 
взаимном рас- 
‘оложении гистонов И 


получены и 


у — нуклеосомы распо- 
пагаются в форме зигза- 
та (рис. 75, А). В присут- 
ствии Н1 нуклеосомы тес- 
но прилегают друг к дру- 
гу, образуя  фибриллу 
толщиной 10 нм. При 
этом происходит 7-крат- 
ная компактизация ДНК. 
Следующий уровень орга- 
низации ДНИ — это фи- 
брилла толщиной 30 нм; 

1 — коровая частица; 2 — октамер гистонов; 
существует несколько мо- 3, 4— ДНК коровой частицы (3) и линке- 
делей ее структуры. Се ра (4); 5 — гистон НГ. 
гласно «соленоидной» мо- 
дели формирование 30-нм фибриллы: происходит в результате 
либо суперспирализации 10-нм фибриллы (рис. 75, 6), либо 
Образования компактной зигзагообразной структуры, которая, в 
свою очередь, тоже суперспирализуется (рис. 76, В). Согласно 
другой модели — нуклеомерной или супербидной — 8-10 нуклео- 
сом объединяются в «сверхбусину» — нуклеомер, или ть 
(зирегЬеаа), а они формируют 30-нм фибриллу Е ) 
при этом происходит 40-кратная компактизация ДНК. 

Расчеты количества ДНК, приходящеися на одну хромосому 
в клетках эукариот, т. е. составляющей одну гигантскую не - 
Кулу, показали, что укорочения этой молекулы в мА 
Упаковки в нуклеомеры, или супербиды, р маи е 
Укладки ДНК даже в интерфазной хромосоме. тодовяонай 
должен существовать по крайней мере еще один уров | 
пактизации ДНИ. 
ии ДН на этом уровне — петельном, Е де а 
(рис. 76), обеспечивается взаимодействием ДНО © 
Ядерного матрикса (рис. 77). ДНИ с помо- 


тносительно конкретных спосо и ичные ТОЧКИ 
ЩЬю белков ядерного матрикса существу 


Рис. 73. Упаковка ДНК в нуклеосомы. 


бов упаковки 
ют раз 


О се 
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зрения. Согласно одной из них эти белки образуют в 


> ы Центра. 
хромосомы непрерывный тяж (хромосомный остов), к Которому 
крепятся петли нуклеомеров. Исследователи, придерживающие 
ся другой точки зрения, считают, что белки ядерного мМатрикеа _ 


формируют не сплошной остов 
| по длине хромосомы, а множе | 
А Саре. Ч ство дискретных центров (со. 

о“ ОКЬ ответствующих ее хромомеп. 
ным участкам), к которым в 
крепятся петли ДНП длиной 
30—90 тысяч н. п., Образуя 
«розетки». Эти организующие 
центры могут, в свою очередь, 
укладываться вместе с ком- 
плексом более или менее плот. 
но упакованных нуклеомерных 
петель в структуры более вы- 
сокого ранга. Такого рода ук- 
ладка ДНП характерна для 
формирующихся  метафазных 
хромосом. Таким образом, 
компактизация на этом уровне 
включает укладку нуклеомер- 
ных петель в области хромо- 
мерных участков и упаковку 
последних в хромосому. Дру- 
гие данные относительно упа- 
ковки ДНИ в митотических 
хромосомах мы рассмотрим 
при характеристике процессов 
репродукции клеток. 

Для понимания общих 3а” 
кономерностей упаковки ДНК 
| в хромосомах необходимо @ 
® Рис, 74. Структура нуклеосомы (по: изучение во всех возможных. 
°  Мирзабеков, 1987). вариантах, предоставляемь 
—обобритурито зала. 6 Аиым живой природой, —в а" 
_ ливей расположения гистонов на ДНК.  Прокариот, митохондрий, 

5 ропластов и низших эукари® 

о ащинх тес ды нее = ‚ 
ДНК. Ее структура по фтора <: ореиаумиди 257 белка“. 
ми, которые удается пох живастся Ноно ВИС методы 
обработки, ить, используя специальные в: 


ыы “(30 ВК бактерий организована в суперспирал””_ 
браной —50 на геном), часто ассоциированные с 


уровень упаковки хроматина. 
— соленоидная И В — супербидная модели. 


Рис. 75. Нуклеосомный 
А — зигзагообразная структура, Б 
бными белками являются 


= изученными гистоноподо 
и НОТ и НОО Е. сой молекулярной массой около 9 КД; В 
6. 10* молекул, они ормируют 


астии этих И 
е молеку- 
биохи- 
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т х насчитывается до 
ни ока нам >, где находи 
ды оон белков в КОМ 

актерий свидетельствуют им 


тся ДНК. Об Уч 
пактной упаковк 
мунохимические и 
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Рис. 76. Уровни компактизации хроматина (по: Спирин, 
1990; АБегз е.а.. 1989). 


ОО 


оские данные. (Обычно эти белки не образуют 


на нуклеосомы, однако при определенны структур, 


ми 


хожих ь и 
г | до С) 
окоторых бактерий удавалось наблюдать Улей у 

ны диаметром 100—200 нм, хромомероподоб подобные 


р Е бриллы толи "ро ав ные образова- 
ния, фибрилл {Иной 50 нм (аналог наднуклеоси ова 
„овня) И ДР. Однако результаты всех этих и 
|НК бактерии не отражают, по-видимому, ЩЕ С 
жения дел, т. е, для проведения аналогий в упаковке ДНК, 


и прокариот требуются более веские доказательства.) 


Рис. 77. Участие матрикса в упаковке ДНИ. 


ной плотности упаковки, 5 — участок нуклеомерной пет- 
6 — нуклеомерный тяж в межхромомерных участках 
бласти хромомера (7) и межхромомер- 


ного участка (8). 


—4— нуклеомерные петли раз 
те нуклеосомной организацией; 
П; 7, 8— белки структурного матрикса в о 


данные получены и относительно митохондри- 
альных геномов. В митохондриях миксомицета Рпузагии роу- 
рвайий выявлено шесть белков молекулярной массой от 32 
До 105 кДа, связанных с ДНК. В митохондриях дрожжей об- 
\аружен лишь один ДНК-связывающий белок (20 кДа), сме- 
Че с ДНК он образует хроматиноподобные фибриллы дпамет- 
ром 10-50 нм. В максикольцах митохондриального генома ки- 
итопластид (аналог митохондриальной ДНК других клеток) 
елок 20 кДа, связывающийся с ДНК, на электронно-микроско” 

_Пическом уровне выявляется в виде бляшек. Характер взаимо- 
ии гистоноподобных белков с ДНК митохондрий требует 
: <оального изучения. ми существуют 

оеобразные отношения между ДНКи а ое 


В хо 
_ ХРоматине низших эукариот. Так, у динофла 
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Интересные 


часть ДНК представлена кольцевидными молекулами. Около 
60% тимидина этой ДНК заменено минорным основанием — 5. 
гидроксиметил-урацилом. В хроматине обнаружен основной бе. 
лок (16 кДа), содержащий цистеин и ароматические аминокие_. 
лоты. В составе хроматина необычайно много ионов Металлов 
(Ре, №. Си, 7п), стабилизирующих хроматин путем создания, 
ионных мостиков между ДНК и белками. ДНИ упаковывается 
по принципу последовательной суперспирализации ‚начиная с 
образования 6-нм гладкой фибриллы и кончая двойной замк. 
нутой спиралью толщиной 250 нм (рис. 15). 


а 4 е- 


А 
А 


Рис. 78. Упаковка кольцевых молекул ДНК у низших эукариот. 
1—6 — уровни укладки ДНК. 


Интересные морфологические картины получаются, если 0б- 
работать по методу Миллера клетки одного из предсгавителей 
динофлагеллят, содержащих в цитоплазме эукариотический 
симбионт. При этом на одном и том же препарате обнаружива- 


ются типичные нуклеосомы симбионта и фибриллы ДНИ хо- 
ЗЯиНа. 


рибосомных генов (см. н 

Слнако, несмотря на э' 
то, до с лен 

прое, сохраняются ли ну их пор однозначно не реп 


хроматина. Совокупность им 
| еющи ка- 
ВОТ. И 10. ЧТО В Уна ини олеННЫХх как будто у 
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на нуклеосомы отсутствуют (рибосомные 
анные петли хромосом типа ламповых щеток т 

В гены теплового шока). В регуляторных ‘ии ГИВИ- 
реа ных генов нуклеосомы также не обнаружив и 
ру“: умеренной транскрипции наблюдаются одиг ее — 
а небольшие группы и м 
‘‘восомы ИЛИ ру х, лишенные, однако, гистона 
“1 0-нм фибрилла). По мнению ряда авторов РНК-т 

Н] ДНК полимера- 
‚„, двигаясь по ‚ сталкивает гистоны с нити, передавая их 
‘аким-то промежуточным акцепторам (НМО-белки, нуклеоплаз- 
ма и т. д.). Согласно другой точке зрения в процессе транс- 
крипцик происходит разворачивание нуклеосомы на две поло- 
зинки, при этом гистоны остаются связанными с ДНК. При ис- 
следовании методом ДНК-белковых сшивок генов теплового шо- 
ка оказалось, что промоторная область всегда свободна от ну- 
клеосом, неактивные же гены, напротив, имеют нуклеосомную 
организацию: при повышении температуры индуцированные ге- 
ны утрачивают нуклеосомы. Однако такие данные все-таки не 
являются прямыми и вопрос окончательно не решен. 

Акливный хроматин обогащен белками НМ@а (№0 шоу 
<тоир); это низкомолекулярные белки 26 кДа (НМО 1/2) и 
10 кДа (НМСО 14/17); роль их в активации транскрипции до 
конца неясна. В области активного хроматина также повышено 
содержание модифицированных гистонов, в том числе и уби- 
квитинированного Н2а. 

Неясны также закономерности распределения нуклеосом в 
процессе репликации ДНК. В этом процессе участвуют про- 
межуточные акцепторы гистонов (такие как нуклеоплазмин 


ооцитов Хепори$). 


цромат. гены, декон- 


45. СИНТЕЗ И СОЗРЕВАНИЕ РНК 


ция синтеза РНК эукариотных кле- 
ток — один из основных вопросов современной молекулярной 
бтологии. Работа генома может регулироваться на разных 
уровнях — транскрипции, процессинга, трансляции, м 
лянионных изменений, транспорта продуктов ит. д. Проблема 
№егуляции генной активности подробно обсуждается В к 
свующих руководствах по молекулярной биологии; мы ос 
вимся лишь на некоторых аспектах этои проблемы. : р 
Информационные РНК. Представления а 
ото р В об ив бы клеток Зна- 
ото обнаружено к из. 
о во ДНК, не используемой в НЯ 
Недеятельности клеток: в 60-е годы В цитологиЧеску ле. 


| зируемой 
- часть РНК, синтезир) 
аниях было показано, что большая ь ель 


Ядре, не выходит в цитоплазму и не учас 
отез 
Трансляции. Тогда же было предложено несколько ГИП 
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Организация и регуля 


относительно общих Принципов организации структурных еНоь 


в клетках эукариот. т 23 
: } а\7 ; ` анализ про ых, Чт@еэ а 
Однако на научную основу нали | 1ессов син геза И со. 


зревания иРНК у эукариот удалось перевести, только исполь 
зуя модельные объекты, в частности клетки, зараженные Виру. 
сом. (Так, у вируса 5У 40 транскрибируется всего пять генов Г 
то время как в клетке млекопитающих — в среднем около 50— 
100 тысяч генов.) 

В транскрипции у эукариот участвуют РНК-полимеразы | 
П, ПГ из них первая осуществляет синтез ядрышковой РНК 
вторая — всех информационных РНК, и третья — тРИК, 55 ри. 
босомных РНК и малых ядерных РНК (мяРНК). 


РНК и Е г 


РНК Ж= пниииивиниинииииннинии ^^^ д 


Рис. 79. Расположение глобиновых генов (А), организация гена, кодирующе- 
го иРНК для В-цепи глобина дефинитивного гемоглобина (Б), первичного 
транскрипта глобинового гена (В) и процессинга иРНК (Г, Д). 


А, Б: черные участки — экзоны, светлые — ин : РЕ С 

мые участки ДНК; В—Д: двойные линии мя м 

одинарные — с интронных участков ДНК; черным показаны транслируемые, светлым 

нетранслируемые участки на концах молекулы РНК; просветы в зачерненных Учасг 

ках — места сшивки фрагментов РНК, считанных с экзонов глобинового гена; 3868“ 

дочка — кэп-участок на 5’-конце молекулы иРНК, волнистая линия — полиА-участок #2 
3’-конце, 

При синтезе иРНК в течение первой секунды, когда длина 
новообразованной РНК достигает лишь 30 нуклеотидов, на ге 
5’-конце образуется специальная защитная группировка (1 
почка, или кэп) — метилированный гуанозин (производное гУ*" 
нина), связанный с первым нуклеотидом иРНК цепочкой #3 
трех фосфатных групи (рис. 79). После появления кэпа иродб“” 
жается синтез иРНК со скоростью 30—50 нуклеотидов В > 
кунду. ый ч 
Завершается процесс присоединением к нуклеотиду, КОТОР. | 
будет последним, специальных последовательностей ПРИ а 
тельно из 150—200 адениловых нуклеотидов (поли-А). 2 
поли-А-участка различается у разных типов иРНК и 3 0. 
от возраста молекулы: по-видимому, при помощи аденило, — 


«хвоста» регулируется уровень стабильности молекул ИГ” — 
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модельных опытах на ооцитах ксенопуса показан 
н 0, ЧТо 


биновая иРНК с удаленным адениловым участком Е 
ом значи- 


в менее устойчива, чем нат 

"ЛЬНО - ых ивная глобиновая иРНК с аде- 
Сравнение иРНК в ядре и цитоплазме показало 

ле иРНК значительно длиннее (у млекопитающих РНК 

дре в среднем содержит 5000 н.п, а в цитоплазме — 1000) а 
При детальном анализе этих различий оказалось, что КОНЦЫ 

ядерной и цитоплазматической иРНК одинаковы: и там и там 

еть кзпы на 5’-концах и участки из адениловых нуклеотидов 

на 3’-концах. Следовательно, при созревании иРНК происходит 

вырезание фрагментов в средней части молекулы-предшествен- 


ника. 

Именно таким образом было обнаружено, что в ДНК суще- 
ствуют незначащие участки — интроны, которые транскрибиру- 
ются, но не транслируются и вырезаются в процессе созревания 
иРНК. Их суммарные размеры часто превышают размеры 
транслируемых участков — экзонов. Так, величина овальбуми- 
нового гена у птиц — 7564 н.п, а соответствующей этому гену 
зрелой иРНК — всего 1872 н.п. Следовательно, на долю интро- 
нов (их семь) приходится 95692 н.п. Известны и гены, содержа- 
щие 25—50 интронов. Процессы, обеспечивающие точное выре- 
зание интронов и сшивание концов соседних экзонов, получили 
название сплайсинга. 

Классические наблюдения сплайсинга были сделаны 
ИРНК аденовируса методом гетеродуплексного анализа. В его 
основе лежит способность РНК комплементарно взаимодейство- 
вать с той цепью ДНК, с которой они были транскрибированы. 
Гели денатурировать ДНК и добавить зрелую иРНК, то пре: 
жде, чем произойдет ренатурация ДНК, к одной из ее цепей 
присоединится иРНК. Гетеродуплекс днк-РНК можно наблю- 
лать в электронном микроскопе; интронные участки ДНК дан; 
ного гена будут образовывать петли, поскольку в зрелой иРНК 
не будет соответствующих им комплементарных последователь- 


ностей 
— Образование «коротких» иРНК с «длинных» генов в прин- 
ципе возможно тремя способами: 1) при транскрипции ДНК 
“выпетливает» ненужные участки и РНК-полимераза в основа- 
Нии петли переходит на следующий участок, минуя «петлевые» 
ЧУклеотиды; 2) считывается длинный транскрипт, а в процессе 
‘9Зревания РНК ненужные участки молекул вырезаются и ос- 
Зободивиииеся концы сшиваются, 3) считываются по и 
и разные участки, а затем синтезированные молекулы 
иваются. Оказалось, что наиболее универсален второн ны. 
Изм. Однако существует довольно много примеров, когда и 


мур зУется и «выпетливание» ДНК, например при синтезе им- 
ое тных клетках. 

чес ли мунокомпетен 

| О ексный а сов транскрипции овальбу- 


етеродуплексный анализ процес 
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на 


минового гена птиц (рис. 80) показал, мг. транскрить 
та этого гена (состоящего из восьми экзо : тронов) 
протекает в два этапа. На первом этапе удаляется пять интро. 
нов, а на втором оставшиеся два. 


Рис. 80. Сплайсинг овальбуминового гена. 
А — структура гена; 
и 


леке 
Б — ДНК-подобная РНК (ДРНК); В —иРНК; Г,Д — тетерол ива 
днк РНК на одном из первых (Г) и заключительном (Д) этапах св 
Светлые уч 


астки — экзоны, черные — интроны. 


Меняя ход сплайсинга, мож 
лучить разные иРНК 
сплайсинг. Очень шир 
синг у вирусов, что 
мационную емкость н 


но с одного и того же генеза 
_ ЭТО так называемый альтернати, 
око распространен альтернативный фор 
позволяет им резко увеличивать й ного 
ебольших участков ДНК. Имеется М, 
сплайсинга у эукариот; 


6 анной | аа К секреторной формы 

й лется как интрон. вы- 
еще один пример альтернативного сплайсинга — это 

ание адгезивной формы фибронектина. Как отмечалось выш 
илекопитающих фибронектин существует в двух о 

‚дгезивный фибронектин клеточной поверхности. 


образо- 


синтезируе- 
цый самими клетками, и фибронектин плазмы крови, и 
нрабатывается клетками печени. Обе формы кодируются од- 


ним и тем же геном, но «печеночный» фибронектин короче ад- 
‘езивного, в его составе нет одного аминокислотного домена 
„нформация о котором удаляется в виде интрона при созрева- 
ии <печеночной» фибронектиновой иРНК. 

Из приведенных примеров ясен биологический смысл аль- 
тернативного сплайсинга у эукариот. Этот относительно простой 
механизм позволяет резко увеличить регулируемую информаци- 
онную емкость генома, а следовательно, эволюционную и функ- 
циональную пластичность клеток. 

Все, что известно о механизмах сплайсинга, подробно изла- 
гается в специальных руководствах по молекулярной биологии; 
здесь мы ограничимся самыми краткими сведениями об этих 
процессах. : 

Сплайсинг должен осуществляться очень точно, так как 
сдвиг на один нуклеотид повлечет за собой изменение транс- 
ляции и образование «неправильных» белков. Как правило, ин- 
троны начинаются с нуклеотида СТ и кончаются Аб. 

К настоящему времени идентифицированы некоторые ком- 
поненты, необходимые для протекания сплайсинга. Это особые 
РНП-частицы с константой седиментации 10 $, относящиеся к 
классу малых ядерных РНП, они есть во всех эукариотных 
клетках. В каждой такой частице содержится одна молекула 
РНК и около семи молекул белков. РНК длиной 90—400 нукле- 
отидов обогащены урацилом и обозначаются ОРНК (01, 02 
ит. д.). Малые ядерные РНК весьма эволюционно консерва- 
тивны. Нуклеотидные последовательности мяРНК комплемен- 
тТарны последовательностям ДНК на границах экзон—интрон, 
РНИИ объединяются в более крупные частицы с константои 
лиментацпии около 605, получившие название сплайсосом. 
Кроме мяРНП в состав сплайсосом входит ряд белков. Струк- 
ра сплайсосом (так же как роль мяРНК в процессах сплаи- 
‘инга) остается все еще не выясненной. 

Помимо сплайсинга, который осуществляется с участием 
_'Плайсосом, существует и так называемый самосплайсинг, ч 
‚токаталитический сплайсинг, — в этом случае молекула РНК 
гама обеспечивает точное вырезание интрона благодаря ор 
5 определенной вторичной и третичнои структуры. АЛЯ 
> то необходимо наличие в интронах конкретных нуклеотил- 
последовательностей, достаточно эволюционно консерва- 
ых. Самосплайсирующиеся интроны обнаружены в РРНК 


223, 


""Макронуклеуса инфузорий, митохондрий дрожжей и хло 
тов ряда растений, а также у прокариот (ген тимидилатсинтл ня 


биокатализу обладают только белки). Кроме самосплайсивга 


это открытие вызвало появление новых эволюционных теорий 
в основу которых легло допущение, что первичная форма жа 
вой материи — это самовоспроизводящаяся молекула РНК. 

[п уНго в реакциях самосплайсинга участвуют и белки, пд 
играют здесь только структурную роль, способствуя поддержа- 
нию необходимой для сплайсинга конфигурации интроннего 
участка молекулы РНК. Так, при синтезе одной из субъединиц. 
цитохрома Ь митохондрий нейроспоры в процессе сплайсинга 
принимает участие белок матураза, частично кодируемый ив: 
троном, расположенным в гене этой субъединицы. При воепро- 
изведении этого процесса 11 уЙго без матуразы сплайсинг, вер- 
нее самосплайсинг, происходит с меньшей скоростью. Аналогич- 
ные данные получены и в экспериментах со способной к само: 
сплайсингу РРНК тетрахимены. Если добавить к этой РИК 
ассоциирующиеся с ней белки, скорость самосплайсинга возрас- 
тает. 

Еще один интересный вариант преобразований РНК обна- 
ружен у ряда видов трипаносом и нематод — так называемый 
транссплайсинг. Суть его заключается в том, что в процессе 
сплайсинга происходит объединение экзонов не одной, а двух 
молекул РНК-предшественников, транскрибированных с разны* 
тенов, которые могут быть локализованы в разных хромосома». 
Транссплайсинг показан для транспортных РНК н для тубул 
новых иРНК. Интересно, что и у разных видов трипаносом № 
особенно между ними и нематодами наблюдается сходство Вт®- 

° ричной структуры РНК при отсутствии большой гомологии ® 
_ _ последовательности нуклеотидов. . 
Интересно отметить, что наряду с таким своеобразны” 

транссплайсингом у этих объектов наблюдается и «класси“ 

ский» сплайсинг с использованием мяРНП. м 
= Рассмотренные выше модификации посттранскрипциони >” 
— изменений РНК, обнаруженные в широких сравнительных ›, 
_  следованиях, представляют большой интерес для решения ыы 
_  блем эволюции. Существуют две точки зрения на пронсхо = 
ние интронов: 1) «древние» гены изначально включали И, 

_ ные участки, а безинтронные гены прокариот и некоторые ‘и 
_—  зукариот — результат потери интронов при эволюционных „ 
_ образованиях генома; 2) первичной была безинтронная * и 


к 


- 
>. 


3 
` 
# зв 


_ зация генов, а появление интронов — особенность эволющи””— 
_ преобразований генома эукариот. | > 


76 ыы, еси тк > Ф в 
*_ - р ква КТР = 3—. фт. 4% > 


рийюинки второн точки зрения в качест 
основ рассматривают, например. ие: источника ин. 
== ты генома, способные внелратьл ЗеНОЗОНыЫ (п ы 
„чемен ные внедряться - ДН ы (подвижные 
эукариот). Однако те транспозоны. ры ‚К хромосом под- 
шее время, не имеют на концах а звестны в насто- 
вующих сайтам сплайсинга. -УЬНОСТей, соответ. 
Интроны в родственных генах могут нахоли- 
положениях (позициях), но отражает ди ЕЕ В разных 
„вания их В разных положениях в геном в ыы оможвесть встра- 
веясно, хотя в опытах ш УНго была продеь чение эволюции — 
пилиальная возможность встраивания = чонстрирована прин- 
я з чужую РНК. ронов как в свою, так 
Более привлекательной 
ыы ке на наш Взгляд, представляется идея 
) вании интронов; тогда наиболее древ- 
ним является именно самосплайсинг, при котором а 
каталитические свойства РНК, обеспечивающие и ны : 
встранвание участков РНК в самых примитивных генетиче- 
ских системах. Таким образом, интроны ядерных генов могли 
произойти от самосплайсирующихся интронов. ЗЕ 
В эволюции сплайсинг мог играть определенную роль в объ- 
единении неболыних кодирующих участков в большие и слож- 
ные гены с новыми функциями; на основе молекулы РНК с но- 
вым встроенным участком с помощью обратной транскриптазы 
могла строиться ДНК-копия, которая затем включалась в геном. 
Кроме того, существует ряд фактов, свидетельствующих в 
пользу предположения о первичности интронной структуры гена. 
Гак, у филогенетически отдаленных Видов глобиновые гены 
имеют сходную структуру (два интрона и три экзона). В ряде 
белков. имеющих доменную структуру, одинаковые домены ко- 
дируются сходными экзонами — например, экзон, вы лини 
олин из доменов белка-активатора плазминогена, характерен 
для гена фибронектина; другой экзон ара росы Ве 


льного 
ногена обнаружен в генах эпидерма 
и другие в существования одинаковых экзонов в разных 
а `таким образом, происходила перекомбина- 


: ии 
а бьлиз гомологии нуклеотидных неее: — 
сей генов, кодирующих сходные белки, позволяет я - кл. 
что наибольшая вариабельность В эволюции А рык 
нам, а не экзонам. По мнению многих исследовате. а - 
ния структуры интронов могли произойти в результат ве е 
бинации (вставок И вышепления) экзонов, происход 


_ районам интронов. 
°  Заманчиво было бы предал 
_аификёнии сплайсинга а - 
оЩения самосплайсинга через 2 
Сический сплайсинг, До! пытая 

добные вопросы И на учитывать, 


`Эднако, обсуждая по ы 
р синга 
?7зь между разными типами сплаи : 


ить, что указанные выше ке 
известной мере этапы рее 
ссплайсинг В типичный _ 
в эукариотных геномах. 


в настоящее время мы ис 
механизмы, а их модис 
работавщиеся в резуль 


следуем уже не первозданные, 
рикации у современных организ 
г гате длительных эволюционных 
зовании и, естественно, их произвольное расположение 
деленныи логический ряд является лишь боле 
данной спекуляцией. 

Еще один интересный тип посттран 


МОВ, ВЫ. 
преобра.. 


В опре. 
е или менее оправ. 


скрипционных измен 


а. Е № 
° `^\ совсем недавно обнаружен в сравнительных исследовани 
ях — это так называемое «редактирование» РНК (ВМА еа то) 
В транскрипте гена, 


кодирующего субъединицу П ц 
оксидазы (СОП) митохондрий Тгурапозота Бгисе] 

представителей кинетопластид), были обнаружены ч 
циловых остатка, для которых не было комплементарных осно. 
ваний в соответствующем участке гена, расположенного в мак. 
сикольце митохондриальной ДНК. Затем выяснилось, что иРНК 
для субъединицы [1 цитохромоксидазы (СОПП) в еще большей 
степени отличается от соответствующего гена — иРНК для 
СОТ вдвое длиннее самого гена и образуется путем добавле- 
ния около четырехсот (!) урациловых остатков и нескольких Де- 
леций по всей длине молекулы иРНК. Встраивание и деления 
урациловых остатков происходят посттранскрипционно — в про- 
цессе «редактирования» РНК. Гены, частично соответствующие 
этим отредактированным копиям, были названы криптогенами. 
Были изолированы и нередактированные копии РНК (их после- 
довательности полностью комплементарны геномным) и проме- 
жуточные варианты. Возникал естественный вопрос, каков же 
механизм редактирования, кто «редактор» и откуда он п 
ет правильную информацию. Эту проблему исследовали : 
представителях разных видов кинетопластид, ее . 
максикольца которых несут криптогены для СОП и СО Е. 
помощью компьютерного анализа в 30-килобазном максвар 
пе лейшмании удалось обнаружить короткие послед 
сти, комплементарные отредактированным участкам и т 
вующих транскриитов. РНК, синтезированные на этих м р | 
назвали РНК-гидами, или ©ЮКМА (©и14е). НА ой 
ружили, что информация для синтеза КМА может ее — 
ся и в миникольцах ДНК (функция этих структур ы р ай 
ше неизвестна). Предполагают, что процесс реа 
осуществляется специальными пасти р ме = 
(по аналогии со сплайсосомами), содержащими феразу и 
обходимых ферментов — эндонуклеазу, урапилтра с 
газу. Процесс начинается с 3’-конца. РНК-гид с неспаривий 
нередактированным участком, в месте первого же не ественни к» 
гося основания нуклеазы разрезают. Па: Если 
трансфераза вставляет урацил (против А или @ и отрезки 
же не спаривается 0, то происходит делеция. ше, нами" 
РНК сшиваются лигазой и эдитосома двигается д : $ 
ная следующии ЦИКЛ, 


итохром. 
(одного ИЗ 
етыре ура. 


По-видимому, редактирование РК мара 
овний, Ибо он обнаруживается У трех видов т ‚ достаточно 
вошедших р не 200—300 млн. лет а 
осшаца, Т. ргисе! и Ге1зсбташа фаген{о|ае. тии а 
Интересно, что криптоген СОП есть у всех этих тре 

тен СОШ в форме криптогена есть у Т. Бгисе, рех видов, 


а НО Не т. |: 

р НА ‚ па- 
„со1ае, разошедшихся 100—150 млн. лет назад. По ИЖЕ 
ениям некоторых авторов, механизм редактирования мог воз. 


никнуть в результате эволюции первичного процесса, обеспечи- 
вающего образование как можно большего числа различных ва- 
рнантов С. матрицы ограниченного размера. Самосплайсинг и 
транссплайсинг могут быть реликтами других процессов, пре- 
следующих эту же цель. 

Вернемся теперь к ранним этапам процессинга иРНК. Пре- 
жде чем произойдет сплайсинг высокомолекулярный предшест- 
венник иРИК — гетерогенная ядерная РНК (гяРНК) связыва- 
ется с белками, образуя гяРНП. Организация гяРНП напоми- 
нает нуклеосомную организацию хроматина («бусинки на нит- 
ке»). РНК наматывается на белковые глобулы, названные ин- 
формоферами; величина отрезка РНК, приходящегося на каж- 
дый информофер, составляет около 600 нуклеотидов. Информо- 
фер с навитой на него РНК образует частицу (мономер) с кон- 
стантой седиментации 305. Несколько таких мономеров в ком- 
плексе и формируют гяРНП. Ранее считали, что информоферы 
состоят из одного типа белка — информатина. Затем в ряде ла- 
бораторий были получены данные о выделении из информофе- 
ров многочисленных разных белков (тогда же стали использо- 
вать для их обозначения термин «коровые белки»). Клониро- 
вавие ДНК для этих белков показало, что у млекопитающих 
они кодируются семейством эволюционно консервативных ге- 
НОВ. Затем было обнаружено, что данные о гетерогенности, бел- 
ков информоферов объяснялись загрязнением этих фракций при 
выделении белками ядерного матрикса. В настоящее время до- 
минирует точка зрения, что информоферы образованы семейст- 
50м родственных полипентидов; за ними закрепилось название 
'Форматин. В состав каждого информофера входит около 40 
<: белков. Небольшие различия мау те рае 
кариот обнял, типа ткани, и а ЕЙ 

ужен только один ти содержат 

маст ФОРматины имеют доменную организацию и ера 
ин4.й связывания РНК. При определенных условна ли 
Формофе со своей или чужой гяг., 

(рис. 8 ры легко ассоциируют со0. твенник ИРНК— 

РНК Итак, высокомолекулярный предше 82) и в таком 

Вил, ^  СВязывается с информоферами (рис, ется образо- 

_ Ван ЭДвергается процессингу, который заверша НК транс- 


ра 


та5 


Р 
отн, срелой иРНК. В составе гяРНП ела оферы, ии: 
Аим УеТся к ядерной оболочке и здесь ИН“ обнаружива- 


‚ покидают иРНК, ибо в цитоплазме он ыы 


№ 


| ется уже в комплексе с другими белками, формируя частицы __ 
информосомы (см. рис. 106). С особыми белками связаны так. 


С й < 
же кэп на 5’-конце и поли-А-участок на 3’-конце молекулы 
гяРНК. Вопрос о том, переходят ли эти белки вместе со зп. 


лой иРНК из ядра в цитоплазму или их заменяют другие, окон. 
| чательно Не решен 


Большинство исследова, 
телей склоняются к ц. 
му, что во всяком случае 
один из них — белок кз. 
па (74 кДа), сопровох. 
дает иРНК в цитоплаз. 
Му. 

Обсуждая — процессы 
транскрипции в ядерных 
геномах эукариот, в ос. 
новном оперируют биохи. 

| мическими данными; ес- 
= .. ЧА тественный интерес пред. 
р. ставляет вопрос 06 их 


О 


] структурном эквиваленте, 

= те 2 Морфологические данные 

у) и ай о синтезе иРНК весьма 

9 Ч скудны. Электронно-ми- 

а кроскопические иссле- 

де. „^ дования показали, что в 

Че Е области активного хро- 

$2 и. <’ А >” матина наблюдаются сле: 
$ 9х <? дующие структуры: пери |. 


хроматиновые фибриллы, 
Рис. 81. Организация РНП-частиц (по: Перихроматиновые грану- 
Георгиев, 1989). лы и интерхроматиновые 


А -— а Б — обратимая гранулы. Все эти струк: 
диссоциация . = частица: = ин- ы ь 
формоферы; 3 —РНК; 4— ннформатин. =. туры представлены раз 


| личными формами РНИ. 

Диаметр перихроматиновых фибрилл 2—3 нм; они чувстви- 
тельны к РНКазе и при стимуляции транскрипции их количе 
чиВо заметно увеличивается. Перихроматиновые гранулы пред 
ставляют собой скрученные перихроматиновые фибриллы. ИН" 
терхроматиновые гранулы имеют диаметр 20—75 нм, их функ" 
циональное значение неясно. 


Относительно давно описанные перихроматиновые фибриллы 
теперь связывают со сплайси 


ветствуют ядерным инфор? 
ры и тра на НИ. ^^” АР 
Однако пока нет еще точного со 1 


ельно более информативным оказывается соп 


оставлену 
данных при синтезе рРНК (см. ниже). 1е таких 


Рис. 89. Один из гипотетических варнантов информоферного цикла (по: Ге- 
оргиев, 1989). 


А— си РНК: Б — процессинг гяРНК: В — транспорт иРНК; Г — трансляция иРНК, 
1 [Нк ры т оф маржи 3 — гетерогенная ядерная 4 — информатин; 5 — 
30 $ частица; 6 — белки, связывающиеся с полиА; 7— ядерная оболочка; 8 — рибосомы. 


В организации процессов транскрипции определенную роль, 
по-видимому, играет ядерный матрикс. Так, ДНК, которая оста- 
ется связанной с ядерным скелетом после обработки нуклеа- 
зами, содержит транскрибирующиеся последовательности, спе- 
цифичные для данной клетки (глобиновые гены в клетках эрит- 
роидного ряда, овальбуминовые — в яйцеклетках и т. д.). Ока- 
залось, что к ядерному матриксу прикреплены участки транс” 
Криппионных единиц (см. рис. 105), расположенные перед 5'- 
и за 3’-концами. Предполагают, что такая связь может осуще- 
‘твляться в области энхансеров. 

ассоциации с белками интерхроматинового матрикса вы- 
ется пре-иРНК; один из таких белков (40 кДа) обнаружи- 
Г. ыы в интерхроматиновых гранулах и перихроматиновых г 
полах У дифференцирующихся (но не у зрелых) клеток; прел- 
агают, что он может участвовать в транскрипции, процес 


- СИнге _ 
3 де. транспорте РНП в цитоплазму. К скелетным ядерным 
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_ прикрепляется и кэп гяРНК; видимо, с матриксом 
связана и РНК-полимераза. Зрелая иРНК обнаруживается как 

в ассоциации с белками матрикса, так и свободной от них; по 
мнению ряда исследователей разрушение этих связей Может 
происходить вблизи поровых комплексов при переходе РНП из 
ядра в цитоплазму. Малые ядерные РНП также прочно 
НЫ с матриксом. | 

И боеомныь и транспортные РНК. В состав рибосом эукари- | 
отных клеток, как указывалось выше, входят высокомолекуляр- 


ные РНК с константами седиментации 28 и 18$ и низкомолеку- 
лярные 5,8 и5 $ РНК. 


СВЯза- 


во 1.85 285 -) кЕ\ х 
р Ме - - Иибининних Мини —--- ДН 
Теда Мвесианинаеионыниния ——-— нанивиниии— 455 


а : < 
ен В инининам ‘3 

ы г “, 

АЯ ИН а Мане те 
55 85 2853 185 р 
и © ЕЙ 
} 4 

Большая Малая х 

субъе диница, субъединица Ч 


Рис. 83. Процессы синтеза и созревания рРНК эукариот. 
Объяснения в тексте. 


Все типы рРНК, за исключением 
нах рРНК, сосредоточенных в участ 
рышковым организатором. ДНК яд 


носится к умеренно повторяющимся последовательностям, т. х 
гены, кодирующие рРНК, представлены несколькими м. 
копий. Повторяющиеся участки ДНК содержат линейно рае 
ложенные гены 18$, 5,8$ и 285 РНК, разделенные в. 
спейсерными последовательностями (рис. 83). Такие ной и 
ронные участки ДНК также отделены друг от друга ть = Е. 
При этом, если гены рРНК весьма консервативны, не. 
и структура разделяющих цистроны спейсеров о. и 
четко выраженной видовой специфичностью. р ‚В 


55, синтезируются на ге- 
ке ДНП, называемом яд- 
рышкового организатора от- 
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у близких видов хвостатых амфибий количество гомологих 
нуклеотидных последовательностей этих спейсеров не п м 


Нов, расположенных в Яядрышковом орг. 
заторе, осуществляется у эукариотных клеток Но 
ой [. Одна молекула фермента считывает сразу весь дрен: 
ДНК, содержащий три гена рРНК и два разделяющих их ой 
сера. Раньше эти спейсеры называли транскрибируемыми в от- 
личие ст разграничивающих цистроны спейсеров, которые счи- 
тались нетранскрибируемыми. Сейчас ясно, что в последних 
расположены регуляторные повторяющиеся последовательности, 
активирующие транскрипцию. В них содержится также сайт 
терминации, которыи отвечает и за реинициацию транскрипции. 
Это обеспечивает высокую эффективность процесса считывания, 
ибо РНК-полимераза при освобождении транскринта с матрицы 
не сходит с нее, а остается связанной с ДНК, и новый акт ини- 
циации не требует поиска промотора. Транскрипты этих спейсе- 
ров очень быстро деградируют и не могут быть выявлены при 
электронно-микроскопическом исследовании работы рибосом- 
ных генов (см. ниже). Эти факты и привели к выводу о нали- 
чии нетранскрибируемых участков ДНК, разделяющих цист- 
роны. 

Вернемся теперь к процессу образования рРНК. При транс- 
крипции рибосомных цистронов образуется гигантская молеку- 
ла РНК-предшественник (пре-рРНК) с константой седимента- 
ции 45 $. В дальнейшем она проходит созревание (процессинг), 
суть которого заключается в специфическом разрезании пре 
РРНК на участки, соответствующие молекулам РНК рибосом 
(5,3: 18 и 28$ РНК), и участки, синтезированные на располо- 
женных между генами спейсерах. Последние не выходят в пи- 
топлазму и деградируют в ядре. Процессинг молекулы-предше- 
ственника рРНК совершается в несколько этапов (рис. 83), по- 
видимому, при участии низкомолекулярных мяРНК 03. 

Необходимо отметить, что, так же как и в случае иРНК, мо- 
лекулы РРНК подвергаются процессу созревания, находясь в 
комплексе с белком: транскрибированные РНК соединяются с 
белками, образуя РНП уже в процессе синтеза гигантскон их 
лекулы-предшественника. Природа таких белков не до = 
выяснена: либо это компоненты зрелых риоосом, либо елки 
которые локализуются В не субъединицах, а затем заме 
НЯютС гими (см. ниже). 

тм рибосомных цистронов можно иросиианй За 
помошью электронного микроскопа на выделенных функц ей 
Рующих генах РНК. Это впервые удалось О. Миллеру, ра 
тавшему на ооцитах амфибий и получившему таким с и 
= . 94- А). Нан 
_‘артины, названные «портретами генов» (рис. 'селочек» фи- 
_ВЫявляются нити ДНК с расположенными В виде <“ н», раз- 

) “4 , ащие «елочки», 

Лярными структурами; участки, содерж 
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\ промежутками, свободными от фибрилл. Районы ДН 
С «елочками» есть не что иное, как участки линейно раса 
иеяных генов рРНК (18, 5,8 и 285), а промежутки между ,. 


ми — спей бо 
и спейсеры, разделяющие рибосомные цистроны (в этих 
}. Фибриллярные | 


участках транскрипты не обнаруживаются) 

структуры представляют собой синтезирующиеся здесь гигант 
ские молекулы 45 $ РНК — пре-рРНК, еще не сошедшие с мак 
рицы, а гранулы, расположенные у основания каждой фибрил. 
лы, — молекулы РНК-полимеразы. Длина фибрилл пропорцио- 
нальна длине участка ДНК, пройденного ферментом от точки’ 
начала транскрипции. По количеству молекул РНК-полимераз, 


находящихся в каждый данный момент на транскрибируемом 
участке ДЕК, можно судить об интенсивности транскрипции. 


г 
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Рис. 84. Визуализация транскрипции. 


А — рибосомальные гены эукариот, Б — структурные гены прокариот. /— ДНК: 2— 
РРНК; 3 — РНК-полимераза; 4— спейсерный участок; 5-—гранулы РНП; 6 — иРНК; 
7 — рибосомы. ” 


Необходимо отметить, что аналогичные электронно-микро- 7 
скопические картины («портреты генов») удалось получить и | 
‚для структурных генов с образующимися на них гигантскими 
молекулами гетерогенной ядерной РНК. Особенностью морфо- 
_ логических картин при синтезе гяРНК является лишь от 
_ ствие правильных «елочек» транскрипции, что связано, по 


_ димому, с меньшей интенсивностью процесса. Кроме того, 


рсятно, имеются и определенные различия в интенсивнос 
характере первых этапов процессинга синтезированных . 
1ортреты» работающих структурных генов у прокарио’ 
пе сходны с таковыми у эукариот. Особенностью 9” 


мт. 
„у 


картин является наличие на образующейся молекуле ирН} 
босом, Которые обеспечивают процессы тр: Е К ри- 
р а рансляции (рис. 
84, Б) 5 | ь о 
| псанизасия ров, кодирующих 55$ РРНК больной субъ 
ьдиницы рибосом эукариот имеет некоторые особенности. У Е 
ших эукариот эти гены представлены сотнями или ыы. 
тандемно повторяющихся единиц, образующих одну или ых 
‘сколько групп — кластеров, разделенных спейсерами, и не вхо- 
_дят в состав ядрышкового организатора. У низших эукариот, в 
частности у дрожжей, они располагаются вместе с другими ге- 
нами РРНК, однако транскрипция их происходит независимо от 
полицистроннои транскрипции других генов рРНК и осущест- 
‘вляется с помощью РНК-полимеразы ПП. Особенностью орга- 
низации генов 55 РНК является наличие внутри самого гена 
последовательности, которая обеспечивает инициацию транс- 
 крипции — ее узнают факторы транскрипции и РНК-полимера- 
за. (Издо отметить, что фактор транскрипции генов 5$ РНК 
ТЕИТА является практически единственным хорошо изученным 
 регуляторным белком эукариот.) 

Структурные основы процессов образования рибосомных 
РНК (в отличие от РНК других типов) изучены достаточно 
‘подробно. Имеющиеся биохимические и морфологические дан- 
вые хорошо соответствуют друг другу. 

Процессы синтеза и созревания рРНК происходят в ядрыш- 
ке — особой субсистеме ядерного аппарата (рис. 85, 86). 

Гены РРНК расположены в ядрышковом организаторе — 
участке хромосомы, локализованном в области вторичной пере- 
тяжки. Число ядрышкообразующих хромосом специфично для 
вида (от одной, как в большинстве случаев, до нескольких). 
— ДНИ ядрышкового организатора может иметь очень разную 
степень конденсации. Постоянно конденсированная его часть 
представляет собой так называемый околоядрышковый консти- 
тутивный гетерохроматин, содержащий ДНК с высоко повторя- 
омимися последовательностями. Деконденсированный, деспи- 
рализованный участок ядрышкового организатора хромосомы, 
одержаший рибосомные гены, оказывается основой, на кото- 
рормируется структура, состоящая из транскриптов этих 
ов, белков-ферментов и белков матрикса. Хроматин ядрыш- 
имеет хромомерное строение; ядрышковый организатор ра- 
подобно любому другому хромомеру хромосомы — кон- 
виртется и деконденсируется, образуя петлю, в зависимости 
" функционального состояния клетки. Отличие состоит лишь в 
‚ что транскрибируемые участки других хромомеров. хромо- 
‘имеют меньшую длину и более простую структуру, кре 
продукт активности рибосомных генов ядрышкового орга- 
Юра временно сохраняется на матрице, а в остальных Уча- 
ромосомы транскрипт сразу же сходит с не и 
лектронно-микроскопическом исследовании ядрышк 
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гые центры ял. 
ются так называемые ди ревел: | а 
ЯВЛЯ } а ие я 
Р =. фибриллярный и гранулярн 
рышк: 


) ЫхХ - 1: * 


ам 


Рис. 85. Схема образования 


1 — цитоплазма; 2— ядро; 3 — ядрышко; 4— гены яд 


рибосом (по: АШег{з е.а., 1989). 


ышкового организатора; 5 — 45$ 

РНК; 6 — белки процессинга; 7 — белки рибосом; Метео ый 48 $ РНК в фиб-. 
компоненте ядрышка; 9—тен 5$’ р ; 10—5$ РНК; 1/-— незрелая 
рибосомы в гравулярном компоненте; 12, 13 —-субчастица в ядре (12) | 

и цитоплазме (13); 14, 15 — "субчастица в ядре (14) и цитоплазме (15); 16 — работаю* — 

у 2 щая рибосома. 


_ ства исследователей, эта Н 

_ вместе спейсеры, разделяю 

_ ВО другой точке зрения, в 
ные гены РНК, 


К представляет собой собрания 
щие рибосомные цистроны. Соглас-. 


этом районе локализуются неактив” 
: \оторадиографический анализ синтеза РНК в ядрышке по- 
я казал, что включение *Н-уридина сразу после введения пред“ 


ах. . 


Рис. 86. Организация ядрышка. 


Ц — околоядрышковый гетерохроматин, 2 — ДНК ядрышкового органи- 

затора, 8, 4 — фибриллярный и гранулярный компоненты, 5 — ядрышко- 

вый матрикс в области фибриллярных центров и нетранскрибируемых 
спейсеров. 


шественника наблюдается в фибриллярном компоненте; впо- 
следствии меченая РНК выявляется в составе гранулярного 
компонента. Фибриллярный компонент ядрышка, таким обра- 
зом, представляет собой первичный продукт транскрипции Ри. 
босомных генов (гигантскую молекулу-предшественник 45 $ 
РНК в комплексе с белком), имеющий фибриллярную структу- 
ру. В ходе процессинга РНК эти фибриллярные структуры УПа- 
ковываются в гранулы, которые и составляют гранулярный ком- 
понент ядрышка. Здесь происходят основные этапы созревания 
РНК. Иногда в гранулярном компоненте выделяются светлые 
и темные гранулы, которые соответствуют разным я о 
цессинга (темные АРА форма К, 


лые гранулы — 28 }. ; ай 
ак ее говорилось, ядрышковый матрикс м 
60й плотно упакованные фибриллы (диаметром 5—7 нм) и г 


матрикса 

Нулы: белковый Состав «скелетного» ядрышкового ме р 

) лИ- 

(как и интерхроматинового) весьма гетерогенен и и 

Заться у разных организмов. Так, в печени ка о кие 
Заны полипептиды молекулярной массой от д 


коконсервативных белков, характерная для широкого круга 
объектов. (По мнению ряда исследователей, эти белки не сле. 
дует относить непосредственно к компонентам ядрышкового мат-_ 
рикса.) Так, в фибриллярных центрах и в Фибриллярном КОМ. 
поненте ядрышек обнаруживается белок ©С25, или нуклеолин, 
молекулярной массой около 110 кДа, содержащий 713 амино- 
кислотных остатков. Это фосфопротеид, специфически окраши- 
вающийся серебром. В его состав входит необычная аминокис. 
лота диметиларгинин. Он может связываться с РНК и гистоном 
Н!. п уИго в интактном виде нуклеолин ингибирует транскрип: 
цию, а при фосфорилировании подвергается протеолитическому 
расщеплению, после чего может «убирать» гистон НТ и разво- 
рачивать нуклеосомы. Во время митоза нуклеолин выявляется 
в ассопиации с ядрышковым организатором. По-видимому, он 
принимает участие в транскрипции и процессинге рРНК. Ну- 
клеолини достаточно прочно связан со «скелетной» основой яд- 
рышка 

В области фибриллярных центров у ряда организмов обна- 
ружен также высококонсервативный белок фибрилларин, или 
536, молекулярной массой 34 кДа. (В митотических клетках 
он локализуется в районе ядрышкового организатора.) Этот бе- 
лок ассоциируется с пре-рРНК, но не с ДНК, связываясь, по- 
видимсму, с только что синтезированной РНК и отвечая за ран- 
ние этапы процессинга. В гранулярном компоненте, где нахо- 
дятся зрелые формы рРНК, фибрилларин не обнаруживается. 

К ядрышковому матриксу некоторые исследователи относят 
также белки, принимающие непосредственное участие в обра- 
зовании предшественников рибосом. Идентифицировано не- 
сколько таких белков; они довольно консервативны. Один из 
них — кислый белок рибохарин (40 кДа). Он ассоциируется с 
предшественником большой субъединицы в гранулярном ком- 
понентс ядрышка, а затем заменяется белками, входящими В 
состав зрелых субъединиц. Связь рибохарина с полипептида- 
ми «скелетного» матрикса ядрышка неясна. В сборке рибосом 
утаствует также фосфопротеид М№ОЗ8 молекулярной массой 
38 кДа, идентифицированный в печени крыс и амфибий. 

Таким образом, в ядрышках функционирует целая группа 
высококонсервативных белков, каждый из которых, по-видимо” 
му, играет определенную роль в процессах образования рибо- 
сом. (Возможно, их стоит объединить под названием «функциб” 
нальный матрикс» в отличие от гетерогенных белков, составлЯ” 
ющих «скелетную» основу ядрышка — «структурный матрикс?. 

В разных клетках существуют различные варианты морфо- 
логической организации ядрышка, которые обусловлены специ” 
фикой функционирования рибосомных генов в клетках данног® 
типа и интенсивностью их работы на данном этапе жизнедея 
тельности клетки. 


* 
От этого зависит топографическое расположение компоней” | 
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а ядрышка. Например, гранулярный и 
 поненты могут быть перемешаны друг с другом, образуя так 
называемые компактные ядрышки; | 


| гранулярный ко: 
(иногда вместе с фибриллярным) может формировать ЖЕ 
ставляя «нуклеолонемное» ядрышко. В некоторых случаях фи: 
бриллярный компонент прилегает к внутриядрышковому хро- 
матину и образует сердцевину ядрышка, а гранулярный компо- 
нент располагается по периферии в виде «коры» (ядрышки ти- 
па кора—сердцевина). Наконец, существуют так называемые 
кольцевые ядрышки, где центральная часть занята белками, а 
по периферии располагается гранулярный компонент. Гакой вид 
приобретают ядрышки, завершающие функционирование ({по- 
дробнее см. ниже). 

При различных экспериментальных воздействиях или интен- 
сификации работы рибосомных генов могут происходить суще- 
ственные изменения в топографии ядрышковых структур и с0- 
отношении объема гранулярного и фибриллярного компонентов. 
Так, например, широко распространено своеобразное явление се- 
грегации ядрышек при различных воздействиях на клетку, ко- 
торое заключается в перераспределении гранулярного и фибрил- 
лярного компонентов в тех ядрышках, где они изначально были 
распределены диффузно. Происходит их специфическое объеди- 
нение в две четко разграниченные зоны. 

Морфологические картины перераспределения структурных 
компонентов ядрышка отражают изменения интенсивности син- 
теза РНК, ее процессинга и внутриядрышкового транспорта. 
Перечисленные процессы можно разобщить с помощью специ“ 
фических ингибиторов. При этом на фоне действия того или 
иного ингибитора происходят соответствующие петь. 
структуре ядрышка. Например, если ингибировать синтез р К 
актиномицином Д, то наблюдается сегрегация ядрышка с 00° 
разованием темной и светлой зон (шапочек), состоящих из со- 
ответствующих типов гранулярного компонента. р допоцнь 
компоневт при этом, естественно, исчезает. Если ингибировать 
и синтез РНК, и процессинг (с помощью тойокамицина), то про- 
исходит полная сегрегация ядрышка: фибриллярный компонент 
исчезает, светлый гранулярный компонент ая в цитоплаз- 

тлется лишь темный гранулярный компонент. 
сти ингибировать синтез РНК, не блокируя процессинг, то 
сегрегированное ядрышко приобретает структуру, характерна 
_ № морме для кольцевых ядрышек. Отсюда видно, что пм 
ении функционирования ядрышка перестает форм 
°я фибриллярный компонент, а гранулярный компонент со м 
ри очивается по периферии ядрышка и постепенно транспор 
ся в цитоплазму. ‚ ТОЛЬ- 
| При чахото рода позлействиях, очевидно, помет мо пре 
*о распределение РНП, но и укладка ДНИ ядр 
_ Уизатора и белков матрикса. 


фибриллярный ком- 
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О большой функциональной И филогенетической пластично 
сти ядрышкового аппарата в клетках эукариот свидетельствуе 
такое поразительное явление, как амплификация ядрышковога 
организатора, обнаруженная в ооцитах многих групп животный, 
в частности амфибий и рыб. Биологическая сущность этого про 
цесса заключается в том, что в ооцитах резко (от 190 до 1000 
раз) увеличивается количество функционирующих генов, коди- 
рующих рибосомную РНК. Оно достигается путем образования 
множества небольших кольцевых молекул ДНК, содержащих 
только рибосомные гены. Каждая молекула ДНК формирует 
дополнительные функционирующие ядрышки, расположенные 
сбычно по периферии ядра. Морфологически процесс амплифи-. 
кации выражается в следующем: на ранних стадиях профазы, 
мейоза в ядре ооцитов амфибий и рыб наблюдается формирова- 
ние фельген-положительного материала — так называемой гете- 
рохроматиновой шапочки. Она представляет собой экстрахро- 
мосомную ДНК, на основе которой и происходит формирование. 
многочисленных ядрышек, не связанных с хромосомой. Экстра- 
хромосомная ДНК не участвует в делении ядра. В ооцитах на- 
секомых эта ДНК может функционировать без образования от- 
дельных экстрахромосомных ядрышек. 

Механизм амплификации остается в значительной мере не 
выясненным, однако не подлежит сомнению, что амплификация 
носит каскадный характер, т. е. копии кольцевых молекул ДНК 
подвергаются повторной репликации. Выяснение механизма ам- 
плификации представляет большой общецитологический ннте- 
рес, поскольку это явление, по-видимому, характерно не только. 
для рибосомных генов. Так, существуют сведения об амплифи- 
кации структурных генов при дифференцировке тканей у расте- 
ний. Недавно была показана амплификация генов, кодирующих 
белки хориона в оогенезе дрозофилы. Широкое распростране-_ 
ние явления амплификации и увеличения таким путем дозы ге- 
нов показано сейчас на многих объектах, в частности на кульЬ- 
тивируемых п уИго клетках. Амплифицироваться могут разные _ 
гены — кодирующие ферменты для разрушения антиметаболи- 
тов, мембранные белки, образующие каналы, через которые уда- 
ляются вредные вещества (см. ниже) и др. Использование ана- 
логичных процессов умножения генов в еще большей степени, 
чем в социтах, обнаружено при образовании макронуклеуса У. 


брюхоресничных инфузорий рода МуюгеШа (рис. 87). После 
конъюгации и гибели ста 


ется у этих инфузорий из 
Вначале осуществляется п 
торые у 


сколько циклов дополнительной 
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‚щи: ДО 98% ДНК подвергается гидролизу и деградирует. Ос- 
неся 7% ДНК полиплоидного генома вновь многократно 


т илицируются, что приводит к формированию дефинитивного 
7 зкронуклеуса. Многократно реплицированные гены обеспечи- 


дот МОЩНЫЙ поток информации, необходимый для создания 
| большого трансляционного аппарата макронуклеуса. 


4000- 


| 
| 
. 


009 - 


| 
2000- 


+ 


макронуклеуса из микро- 
(по: Райков, 1978). 
По оси абецисе — возраст зачатка, ч, по оси ординат — содержание ДНК, усл. ед. 
4—д — стадии развития зазатка: а — лериват синкариона: б-— зачаток с конденсиро- 
ванными хромосомами; в — декондексация части хромосом и начало их политенизации: 
2— максимальное развитие политенных хромосом; 0, е— стадия пузырьков после фраг- 
‚ции политенных хромосом; ж_ появление первых ядрышек; з-к— вторая фаза 
_бийтеза днк (с участием репликационных волосок)-  — разделение зачатка ва два 
| дефинитивных макронуклеуса. 


39 Одиако такие сложные преобразования в геноме макрону- 
‘Усов инфузорий оказываются возможными лишь в связи с 
В о макронуклеус освобожден от генеративной функцин. 
ы же случаях, когда генеративная функция за геномом со- 
ТЯ полностью (как в ооцитах и в большинстве других 
“ото гп клеток), на способы регуляции работы генетиче- 
ия еда клеток накладываются существенные ограниче- 
Чишь те в ооцитах механизм амплификации используется 


А ЗУ. 
\ 


а, 


1 9 
; ' 


оу. а 


интенсификации синтеза 18, 5,8 и 28$ РНК, а со0т- 


ие количества 5$ РРНК и транспортный 
Я ста силенного синтеза белка, достигается ина 
т о рааиаАя 5$ рРНК в геноме амфибий в 69 
ми способами. Для синтезе Е : активирующиеся Лив 
ставе хромосом есть специальные гены, ак РН ь. в 
‚х Необходимое количество транспортных < обеспе: 
ие : бычных хромосомных генов 
чивается интенсификациеи работы обь о с 
В отличие от других позвоночных у т ИИ В ме ко. : 
следних повышено в несколько р з 

= а моли акация механизма увеличения дозы риоосой 
генов по сравнению со свойственной ооцитам разных гр та 
вотных была недавно обнаружена в клетках миксоминета пу 
загий: ро!усерваит. Гены, кодирующие рибосомную РНК, раз 
полагаются не в основной хромосоме, а в линейных молекулах 
ДНК, которые и образуют ядрышко в клетках слизевика. Па 
гаплоилный геном приходится около ста таких молекул. Ка к- 
дая линейная молекула ДНК несет на своих концах группу из 
трех генов РРНК: 96, 5,8 и 195. В отличие от большинства 
эукариотных клеток здесь эти гены располагаются зеркально 
по отношению друг к друту, т. е. на концах молекулы находят- 
ся гены 26$ РНК. Эти группы генов разделены большим не- 
транскрибируемым спейсерным участком, составляющим основ- 
ную часть молекулы. По мнению авторов этих рабог, такие мо- 
лекулы являются экстрахромосомной ДНК (не исключена од- 
нако возможность, что эта ДНК просто составляег отдельную 
минихромосому, содержащую лишь рибосомные гены). Интерес- 
но отметить, что гены, кодирующие 55 рРНК, расположены в 
этих же молекулах ДНК, но на другой нити. Е 
На концах линейной молекулы ДНК у Р|Вузагиш находятся 
нетранскрибируемые короткие спейсеры. Интересно, что цеит- 
ральныи большой спейсер и краевые спейсеры имеют нуклео: 
сомную структуру ДНК, а активно транскрибируемые два уча- 
стка рибосомных генов ее утрачивают. о 
Репликация молекул экстрахромосомной 


независимо от репликации хромосомной ДН 
периоде 5. Можно экспериментально 
экстрахромосомной и хромосомной 


деятельности клеток. Экстрахромосомная рДНК миксомицетов 
присутствует в клетках постоянно, причем ее количество на ге 
ном поддерживается на одном уро ›р- 

вне. Механизмы равномер 
ного распределения этой рДНК н -0- 


ветствующее увеличен 


ДНК происходит 
К, в основном в 
разобщить репликацию 
ДНК без нарушения жизне- 


Наличи га з 
“ичие молекул специфической постоянной экстрах] 


| сомной рДНК у миксомицетов и инфузорий свидет 
| иногообразии и пластичности организации генома зукариотных 

клеток; эти объекты представляют собой интересные моделе 
ля изучения элементарных механизмов транскрипции ДНК. 

Большие успехи достигнуты и в изучении организации ген г 

- НОВ 
кодирующих тРЕК у эукариот. | 

Количество генов ТРНК в зукариотных клетках варьирует 
от нескольких сотен до нескольких тысяч, т. е. они представле- 
ны умеренно повторяющимися последовательностями. Как пра- 
вило, У низших эукариот их меньше, чем у высших. Однако, 
если у амфибий количество генов ТРНК может достигать 7800 
на гаплоидный геном, то у дрозофилы и человека оно состав- 
ляет соответственно 900 и 1310. 

‘Увеличение количества генов ТРНК в клетках отдельных 
групп организмов может быть обусловлено функциональными 
причинами (особенностями оогенеза, наличием органов, секре- 
тирующих большое количество белков со специфическим набо- 
ром аминокислот и т. д.). Гены, кодирующие тРНК, характери- 
зуются значительным консерватизмом. Например, у таких фи- 
логенетически отдаленных организмов, как человек и дрозофи- 
ла, гены ТРНК отличаются либо небольшими нуклеотидными 
последовательностями, либо вообще не обнаруживают разли- 
чий (ген лизиновой ТРНК). Распределение генов тРНК варь- 
ирует в клетках разных организмов. Они могут быть собраны 
в кластеры, содержащие копии однородных или разных генов, 
а могут быть более или менее равномерно распределены по 
всему геному. Гены ТРНК могут располагаться в оосих в. 
ДНК и ориентироваться в двух направлениях. Их м: 
спейсеры неодинаковой длины, негомологичные друг и 
ны многих ТРНК содержат интрон, т. е. при О НЕИ ь к 
происходит сплайсинг. Участки ДИК, мы 
гами транскрипции и РНК-полимеразои и о а Е 
циацию транскрипции тРНК, находятся внутри ы 


(как и в генах 5 $ РНК). 


сльствует О 


Глава о 


РЕПРОДУКЦИЯ КЛЕТОК 


р" 


5.1. ОБЩАЯ ХАРАКТЕР ИСТИКА 


Процессы деления эукариотных клеток привлекают внимание 
ученых уже более ста лет. В них отчетливо проявляется функ- 
циональная роль как отдельных клеточных систем, так и 0б- 
птеклеточных интегративных механизмов. 

Уже в 50-е годы ХХ в. было сделано очень крупное обоб- 
шение данных о процессах репродукции: создано учение о МИ- 
тотических циклах эукариотных клеток. Оно базировалось на 
представлении о том, что один из важнейших процессов репро- 
дукции — удвоение наследственной информации клеток, репли- 
кация ДНК — совершается в течение особого периода интерфа- 
зы. В связи с этим репродукцию клеток уже нельзя было рас- 
сматривать как весьма кратковременный процесс собственно 
митоза, когда осуществляется равнонаследственное распределе- 
ние хромосом между дочерними клетками. В ходе репродукции 
не менее важное значение имеют и события, происходящие В 
интерфазе (образование двойного набора хромосом и другие 
процессы, которые не удавалось выявить классическими морфо- 
логическими методами). 

По современным представлениям типичный митотический 


выделяют пять фаз: профазу, прометафазу, метафазу, анафазу 
и телофазу, в каждой из которых совершаются вполне опреде 
ленные процессы (формирование митотических хромосом, ра» 
борка ядрышка и поверхностного аппарата ядра, перемещение _ 
дочерних хромосом к полюсам веретена и деспирализация хро- а 
мосом с образованием поверхностного аппарата и ядрышек 
дочерних ядер). После разделения ядер’ — кариокинез г 
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№ МЕ ыы а ай 


цае типичного мМитоза Происходит деление цитоплазмы 


томия. : — цито- 
Характернои особенностью организации процессов 
ВлЯЮЩиИхХСЯ в митозе, какив дру! “чих чуз, осущест- 


‘их периода 
нии, является отсутствие жесткой а релродуяе 
мосвязи между отдельными звеньями этих процессов Так 
хождение клеткой одной из фаз митотического ела х 
тельно влечет за собой вступление клетки в следующую фазу 
Обусловленная этим пластичность процессов репродукции ле- 
жит в основе естественной соматиче 


ской полиплоидизании при 
лифференцировке клеток многоклеточных животних. Пластич- 
ностью процесса репродукции определяется и возможность по- 


лового размножения, в основе которого лежит редукционное 
деление меиоза половых клеток, где оказываются разобщен- 
ными главные процессы клеточной репродукции: митотическое 
деление и синтез ДНК. 

Тем не менее, как правило, события, происходящие во время 
клеточного цикла в целом и каждой его фазы, осуществляются 
строго последовательно, что свидетельствует о наличии у кле- 
ток весьма совершенных интегративных механизмов, которые и 
обусловливают закономерное протекание множества сложных 
полуавтономных процессов цикла репродукции. 


взаи- 
про- 
а не обяза. 


59. ИНТЕРФАЗНЫЕ ПЕРИОДЫ 
ЦИКЛА РЕПРОДУКЦИИ ЭУКАРИОТНЫХ КЛЕТОК 


В каждом периоде интерфазы в клетках выявляются харак- 
терные структурно-биохимические изменения. Уже в начале 60-х 
годов на ряде эукариотных клеток удалось показать, что в ходе 
ннтерфазы меняется соотношение скорости роста ядра и цито- 
плазмы. В периоде С, наблюдается ре рост цн 
топлазмы клеток. В периоде $, наоборот, главным образом уве- 
личивается объем ядра, к периоду С. происходит ах 
но гармоничное возрастание объема ядра и Бена 

Позднее появились данные, свидетельствующие в 
ниях поверхностного аппарата клетки в ходе мито" ке: ы 
цикла. Эти работы были выполнены в еды на р унру- 
ет по пора порою 
Ки, прикрепленные к субстрату, и: 88. В мани < 
“и мно; во коротких микроворсинок (рис. 0. ЗЫ 
О еимально распластывается по паев, ны 
на ее поверхности становятся тонкими И длинными. вы: 

| „В ‚пхности еще больше удлиня 
2 отростки клеточной поверхнос лье У ботрату 
тончаются, а степень распластывания и Ки пкраняет связьс 
чубльшается. В митозе клетка хо вьр и олинных отрост- 
ратом лишь с помошью оче! о обнаружива 
в; на поверхности клетки, как И в пери 


лектинов 
| С помощью 
многочисленные микроворсинки. 3 


удалось показать, что в ходе митотического цикла изменя 
и распределение конканавалиновых рецепторов на пове той 
сти фибробластов. и 


93 - 
рева 
4 И ити сс одиь 


Рис. 88. Изменение клеточной поверхности фибробластов млекопитающих, в 
культивируемых ш уЙго, в ходе клеточного цикла (по: Мэзия, 1963). 1. 


М, С1, $, Ц, — периоды клеточного цикла. 


В течение митотического цикла происходят также и законо- 
мерные изменения метаболизма клеток. Каждый период цикла 
характеризуется существенными особенностями синтеза и внут” 
риклеточного транспорта важнейших макромолекул. Так, основ" _ 
ное событие периода 5 — репликация ДНК. 

Процессы репликации ДНК в общем сходны у про- и эука” 
риот, но имеют и ряд существенных различий, связанных с 969 
бенностями организации ядерного аппарата эукариот — ббльши” 
ми размерами молекулы ДНК, наличием нуклеосом и сложных. 
структур ядерного матрикса и т. д. Так, скорость синтеза ДНА 
у эукариот примерно на порядок ниже, чем у прокарист (у ба 
следних она составляет около 1000 нуклеотидов в секунду). = 
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Молекулярные механизмы ренлика 
чены У прокариот и подробно обсуждаются в 
ководствах по молекулярной биологии; мы и ру- 
просах, касающихся структурной ОтЯВи Ни о - на во- 

Репликация генома прокариот происходит Я = процессов. 
ному ти. В ИХ кольцевой хромосоме существ а = 
точка инициации (ориджин, от англ. о одна 
ции, где возникают репликативные вилки. Е реплика- 
ется До тех пор, пока не удвоится вся ДНК: Е 


хромосома, таким образом, предста ; 
вляет со а 
кации — репликон. бой единицу репли 


ции ДНК детально изу- 


Геному эукариот свойственна мультирепликонная организа- 
ция: хромосома может иметь несколько десятков или сотен 
ориджинов репликации. Расстояние между точками репликации 
и длина репликонов у эукариот значительно варьируют (ско- 
рость репликации и длину репликона можно определить с по- 
мошью авторадиографии нитей ДНК на стекле). 


Процессы инициации репликации строго регулируются: каж- 
дый ориджин в данном цикле репликации ($-периоде) функци- 
онирует только один раз. Инициация репликации разных репли- 
конов, так же как и ее терминация, может происходить в раз- 
ное время, т. е. один репликон начинает реплицироваться в на- 
чале 5-фазы, другие — в середине, третьи — в конце. Эта осо- 
бенность организации генома эукариотных клеток обусловлива- 
ет так называемую асинхронность репликации ДНК. Она на- 
блюдается как в разных хромосомах, так и в пределах одной 
хромосомы. Степень асинхронности синтеза ДНК в разных реп- 
ликонах находится, по-видимому, под контролем интегративных 
клеточных оганизмов, природа которых в настоящее время не- 
ясна. Благодаря всему этому возможна регуляция длительно- 
сти периода $ в широких пределах. 

Показано, например, что в стадии дробления у многих жи- 
вотных инищиания репликации во всех репликонах происходит 
почти одновременно, что определяет сравнительно небольшую 
длительность периода синтеза ДНК. По мере развития зароды- 
игл степень асинхронности репликации ДНК в дифферениирую- 
шихся клетках резко увеличивается, что приводит К возрастяе 
нию длительности периода синтеза ДНК. Обнаружено, ых а: 
которых клетках удвоение репликонов эухроматина приходитс; 


Ви азало периода” 5; степень асинхронности О 
дельных репликонов здесь обычно невелика, что И Е. 
быстрое завершение процесса. Однако в не 
например, при синтезе ДНК, ИЕ" и 
нию мейоза, репликация отдельны* ПоПликоНов лимому, суще- 
ся на период профазы мейоз". Это ИГраеТ, Пт итх хромосом 
ственную роль в процессах конъюгации гомологи ` 


Ив пронессах кроссинговера. 
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В процессах репликации ДНК важная Зоне = 
ядерному матриксу. Так, при импульсном в = А = 
зЗН-тимидина (до 90%) обнаруживается во фракц Е в св® 
занной с матриксом, т. е. участки ДНК при Сир ации обра». 
зуют связи с ядерным скелетом. В ассоциации с фиброгрануляр- 


ным компонентом интерхроматинового м Нора 
ферменты репликации — ДНК-полимераза ПД В и 
топоизсмеразы. (В печени крысы с ядерным М г 
но около 70% ДНК-полимеразы, 60% топоизомеразы и 40% 
ДНК-праймазы.) 

Со <«скелетными» белками прочно связаны точки инициации 
репликации (ориджины); в ассоциации с интерхроматиновым 
матриксом выявляются также и репликативные вилки (см. рис. 
105). По мнению многих исследователей, некоторые ферменты, 
участвующие в репликации, объединяются в особые структу-_ 
ры — реплисомы, ассоциирующиеся с ядерным матриксом. 

Помимо репликации ДНК в периоде $ происходит интен- 
сивный синтез и поступление в ядро гистонов, необходимых для 
обеспечения нуклеосомной упаковки вновь синтезированной 
ДНК. Различные фракции гистонов претерпевают в интерфазе 
существенные изменения. В частности, по мере прохождения 
клетками отдельных фаз митотического цикла происходит фос- 
Форилирование гистонов Н1: одна фосфатная группа присоеди- 
няется во второй половине периода С@!, другая — в начале пе- 
риода $, а третья — в конце периода @2. Эти процессы обуслов- 
зивают, очевидно, изменения свойств ДНП по ходу митотиче- 
ского цикла, которые могут быть выявлены и цитохимическими, 
и экспериментально-цитологическими методами. Так, в разные 
периоды цикла репродукции обнаружено закономерное измене- 
ние окрашиваемости ядер и хроматина, доступности ДНК для 
атаки ДНКазами и степени связывания ею различных агентов, 
в том числе актиномицина Д. Максимальная «открытость» 
ДНК для этих процессов обнаруживается в конце 3! н в нача- 
ле $-периода. 

Особенно интересные данные в этом плане получены в экс- 
периментально-цитологических исследованиях на гибридных 
клетках двух разных линий (рис. 89). С помощью колхицина 
деление клеток одной из линий блокировали на стадии мета- 
фазы. Затем такие клетки гибридизировали с клегками другой 
линии, находящимися в разных периодах интерфазы. В гибрид- 
ных клетках происходит разборка оболочки интерфазвых ядер 
и формирование хромосом, при этом структура образующихся 
хромосом специфична для каждого периода цикла. Наиболее 
длинные слабоспирализованные хромосомы характерны для 
клеток, находящихся на стадии С!;. Хромосомы, образующиеся 
в периоде 5, короче и содержат как реплицировачные, так и 
нереплицированные участки. Самые компактные хромосомы 06- 
наруживаются в периоде С», но они еще в 1,5—2 раза длиннее 
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Рис. 89. Гибридизация клеток, находящихся на разных стадиях клеточного 
цикла. 


А, Б— клетки на стадии интерфазы (А) и метафазы (Б); В — гибридная клетка сразу 
(В) и через некоторое время после слияния (Г). |— метафазные хромосомы; 2—4 — 
конденсированные хромосомы клеток, взятых на стадиях О, (2), $ (3) и ©: (4). 


зрелых метафазных хромосом. В хромосомах клеток, находя- 
Щихся во второй половине @з-периода, с помощью специальных 
методов окраски можно ВЫЯВИТЬ ДИСКИ, характерные для мета- 
азных хромосом (см. ниже). 
Результаты этих опытов свидетельствуют об отсутствии 
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нных взаимоотношении между от- 
1. 06 этом говориг воз- 
и формирозания митоти- 


Ш. причинно-следстве 3#< 
дельными звеньями цикла репродукци! 
можность разборки ядерной оболочки тор тельно э% 
ческих хромосом в любом периоде цикла; о раозаАених ‚ Эти 
т :: ДНК и другими био- 
события не связаны прямо с репликациеи ох сту о ай 
химическими процессами Подготовки клетки к ран не: дру. 
гой стороны, события, протекающие в иИтОТИЧЕСК дес › стро. 
Е пен клетки в норме не пачинается 
го скоординированы. Так, деление к. рр прыть = 
до тех пор, пока не завершится удвоение хромос бе Бе: п- 
ления в митоз принципиальное значение имеет ое нс р: Е 
она не приступает к делению, пока ее масса н‹ реет 
н т. д. Каким же образом регулируется вступление клетки в 
МИТОЗ? 

Начиная с 70-х годов, исследования регуляции клеточного 
цикла шли двумя путями. Биохимики обнаружили в менотиче- 
ских ооцитах лягушки вещество, названное МРг (та!игаНоп 
ргопойпя Та ог — фактор созревания), которое способно инду- 
цировать меиоз у незрелых яйцеклеток; затем активный Фактор, 
стимулирующий вступление в митоз, был найден у дрожжей, 
ряда морских беспозвоночных (в том числе моэских ежей) и 
млекопитающих. Впоследствии выяснили, что активность МРЕ 
в течение цикла флуктуирует — пропадает в интерфазе и прояв- 
ляется в митозе, подчиняясь действию какого-то цитоплазмати- 
ческого осциллятора (как предполагали, белковой природы). 

Второй путь анализа регуляции клеточного цикла — это ге- 
нетические исследования мутантов дрожжей, благодаря когорым 
были обнаружены гены, отвечающие за прохождение клеточно- 
го цикла и названные с4с (се! 41\151юп субе — цикл клеточного 
деления). Затем такие гены были найдены у человека и в дру- 
гих эукариотных клетках. 

Эти подходы объединились, когда выяснилось, что продукт 
одного из генов — гена с4с2 дрожжей (белок р34<4е? или 
просто сас2) входит в состав МРЕ. Оказалось, что этому бел- 
ку принадлежит ключевая роль в запуске процессов митотиче- 
ского деления. Это очень консервативная протеинкиназа моле- 
куляркой массой 34 кДа, функционирующая и в митозе. и в 
мейозе. Для активации этой протеинкиназы необходимо ее взан- 
модеиствие со вторым компонентом МРЕ — циклином. Цикли- 
ны также весьма консервативные белки, их количество флукту- 
ирует в течение клеточного цикла: они накапливаются з интер- 
фазе и исчезают в митозе. (Циклины образуются с постоянной 
скоростью, но в митозе быстро деградируют, а в интерфазе рас- 
щепляются медленнее, чем синтезируются.) Комплекс с4с 2- 
циклин, который образуется в фазе С.. в свою очередь должен 
быть активирован; белки, регулирующие деятельность этого 
комплекса, могут различаться у разных организмов. Так, у 
дрожжей и к эту функцию выполняет белок сас 25. 
Протеннкин® а сос в составе активированного комплекса фос- 
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ет ряд клеточных белков (в том числе гистон ВЯ 
МАНЫ), запуская процессы приводящие в итоге к разборке 
дерной оболочки, конденсации хромосом и сборке веретена, а 
также активирует ферменты, вызывающие деградацию цикли- 


10. оказано, что сс 2 стимулирует реорганизацию цитоскело- 
ай блокирует цитоплазматический везикулярный транспорт. 
эти явления характерны и для клеток ш \!\о— в митотиче- 
ком пикле происходит перестройка тубулинового цитоскелета 
(см. ниже), разборка актиновых стресс-фибрилл (и полная дез- 
интеграция миофибрилл в поперечнополосатых мышечных во- 
локнах) и остановка процессов цитоплазматического мембран- 
ного транспорта, в том числе интернализации и рециклирования 
рецепторов. 

В митозе наблюдается и фрагментация мембранных струк- 
тур. Как указывалось выше, ядерная оболочка разбирается на 
мелкие пузырьки; ламины плотной пластинки образуют в цито- 
плазме глобулы с константой седиментации 4—95, при этом 
ламин Б остается связанным с пузырьками — дериватами ядер- 
ной оболочки — и, вероятно, обусловливает ее сборку в тело- 
фазе. Аппарат Гольджи, а в некоторых типах клеток и ЭН. 
также фрагментируются в митозе (возможно, для более рав- 
номерного распределения между дочерними клетками). Детали 
этих процессов, так же как и механизмы регуляции клеточного 
цикла, до сих пор остаются в значительной мере невыяснен- 
НЫМИ. | 


5.3. ОРГАНИЗАЦИЯ ХРОМОСОМ 
В ТИПИЧНОМ МЕТАЗОЙНОМ МИТОЗЕ 


Организация метафазных хромосом — одна из Центральных 
проблем репродукции клеток. Этот вопрос имеет и самосгоя- 
тельное значение, поскольку число, размеры и морфология хро- 
мосом. составляющих кариотип данного вида, служат наиболее 
характерным видовым признаком. Размеры хромосом разных 
видов сильно варьируют: от едва различимых в световом микро- 
скопе (0,2 мкм) до относительно крупных образований (50 мкм). 
Количество хромосом также изменяется в широких пределах 
(от 2—4 до 1000—1600). 

Типичная метафазная хромосома обычно имеет один цент- 
ромерный участок —так называемую зону первичной перетяж- 
ки, которая делит хромосому на два равных или неравных пле- 
Ча (метацентрические и субметацентрические хромосомы). В 
Области первичной перетяжки расположена центромера — уча- 
д хромосомы, где образуется особая срузтур ег 
арм связаны кинетохорные микротрубочки митоти тес „>= 

рата (рис. 90, Д, Г). В центромерных участках хромосо! 

Многих видов локализована сателлитная ДНК. 
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У некоторых хромосом в каждом кариотипе есть 


: Вт 
перетяжка, в области которой сосредоточены Е 


ДНИ ядрышкового организатора, Плечи хро 
ся теломерными участками, где У многих видов ЖИВОТНЫХ И 
растени! также может быть локализована сателлитная ДНК 
рактике х | оных 

В прак ромосомного анализа на уровне световой мик- 


роскопии широко используются методы дифференциального 
окрашивания. В этих условиях избирательно прокрашиваются 


отдельные участки хромосом (рис. 90, В). Молекулярные меха- 
НИЗМЫ дифференциального окрашивания пока неясны. Тем не 
менее данный метод (Бато — от англ. Бап4 — полоса) широ- 


ко используется в кариосистематике и медико-биологических 
исследованиях хромосом человека. 

Наличие множественных полос, или дисков, в митотических 
хромосомах, свидетельствующих о закономерной укладке ге- 
терохроматиновых участков генома, составляет особенность ор- 
ганизации хромосом даже далеко отстоящих друг от друга ор- 
ганизмов. Например, в кариотипах шимпанзе, гориллы, оран- 
`утанга и человека (несмотря на различие в количестве хромо- 
сом) наблюдается сходный рисунок распределения ДНП в го- 
мологичных хромосомах. | 

Тем не менее функциональное значение этих структур оста- 
ется неясным, поскольку даже самые тонкие полосы образова- 
ны по меньшей мере 30 спирализованными гигантскими петля- 
ми ДНП и содержат не менее одного миллиона нуклеотидов. 
Законсмерное распределение полос или дисков по длине мито- 
тических хромосом указывает на существование еще одного или 
нескольких высших уровней упаковки ДНК, по-видимому, уни- 
версальных для всех эукариотных клеток. На это указывал еще 
В конце 70-х годов известный цитолог А. Лима де Фариа в 
своем учении о хромосомных полях. По его заключению функ- 
ционально аналогичные участки генома у самых разных орга- 
низмов распределяются в митотических хромосомах не случай- 
ным образом, а вполне закономерно и сходно по отношению к 

ному участку хромосом. 
ета ть упаковке ДНП в митотических хро- 
мосомах принимают участие белки ядерного матрикса. сли С 
помощью МаС! высокой концентрации из метафазной хромосо- 
Мы удалить гистоны, то происходит деконденсация хромосом н 
бразуется структура, осевая часть которой сохраняет форму 
метафазной хромосомы; от этого остова отходят нооа = 
НЫе петли ДНК (30-нм фибриллы). Остов (скаффолд! к 
”. Ы и составляют белки ядерного матрикса. и - 
“а4ФФолда митотических хромосом идентична о у мле- 
копи ВОГО Вуриаксв.. (иапример, бедки-Т%, се” Наша гпросле- 
Жен аЮЩих). У миксомицета РПузагит ро р о вений 
постепенный переход матрикса в скаффо 


мМоСОмМ ок анчивают- 
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тотическом цикле. В осто- 
количестве обнаруживает. 


формировании в МИ 


мосом при их 
хро р омосом в большом 


ве метафазных г 
а И понимания закономерностей упаковки 


Особый интерес для НЮ | 
ДНИ представляют те модификации а ин: яда 
ного матрикса, которые наблюдаются в профазе мейозя. Здесь 


белки матрикса образуют связующую А ны 
логичными удвоенными хромосомами — так На | инап: 
тонемальный комплекс (рис. 91), обеспечивающий ООД 
гомологичных хромосом на протяжении определенного периода 


профазы мейоза. 


Рис. 91. Синаптонемальный комплекс. 


1— центральный и 2 — латеральные элементы СИН 
бинационный узелок, 4 — хроматин 


аптонемального комплекса; 3 — реком 
сестринских хроматид. 


Кроме белков ядерного матрикса и ДНП в составе митоти- 
ческих хромосом обнаружено относительно большое количество 
РНП, расположенного в виде сплошного слоя гранулярных и 
фибриллярных образований по периферии хромосомы ОВ 
ние этого слоя совпадает с исчезновением ядрышка > 


5.4. ОСНОВНЫЕ КИНЕТИЧЕС 
И ОРГАНИЗАЦИЯ МИТОТ 


К основным кинетическим 


КИЕ ПРОЦЕССЫ МИТОЗА 
ИЧЕСКОГО АППАРАТА 


митоза относятся: 1) процессам типичного метазойного 
ным полюсам о Оление центриолей к противополож- _ 
фазе хромосом в ид перемещение формирующихся в про-. 
пластинки; 3) анафазное экватора и образование метафазной | 
противоположным полем лождение дочерних хромосом К. 
ет . 20 

ние двух дочерних клеток (рис а) ан > 
899. 3 
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Рис. 92. Митоз животной клетки. 


рфаза, Б — профаза, В прометафаза, Г — метафаза 


`— цитотомия, / — центриоль, 
убочки веретена, 6 


2 — ядерная оболочка, 
-. кинетохорные микротр 
ТЯЖКИ. 


‚ д— анафаза, Е — тело» 
3 — ядрышко, 4 — хромо* 
убочки, 7 — область пере“ 
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чная 


:рьхиИ 
узырьхки, 


Рис. 93. Цитотомия растительной клетки. 


стенка; 2 — плазмодесма: 3-- 


формирующие 


фрагмопласт; 


остаток веретена; 4 — аппара 


б — новообразованная клеточ 


ля осуществления этих процессов в клетке формируется 

ческий аппарат, в состав которого входят ео 
тральное веретено и кинетохорные участки хромосом. У и 
отНых организмов К митотическому аппарату также можно от- 
нести И субмембранную систему сократимых фибрилл, распо- 
‘оженных В экваториальной области материнской клетки и 
‘беспечивающих цитотомию (у высших растений этот процесс 
осуществляется с помощью фрагмопласта — структуры, обра- 
зющейся в результате слияния пузырьков — производных аппа- 
рата Гольджи, рис. 93). 


Центросомы представляют собой совокупность центриолей и 
окружающих их специфических структур, локализованных в 
определенной области гиалоплазмы — клеточном центре. Имею- 
шиеся сравнительно-цитологические и экспериментальные дан- 
ные указывают на то, что центриоли являются не основными, а 
вторично приобретенными структурами клеточных центров. Так, 


их нет у высших растений, ряда низших растений и некоторых 
простейших. Кроме того, повреждение или разрушение центрио- 
лей ультрафиолетовым или лазерным лучом в некоторых слу- 
чаях не мешает нормальному митотическому делению метазой- 
ных клеток. Клетки многоклеточных животных имеют две 
центриоли (материнскую и дочернюю), располагающиеся в ин- 
терфазе перпендикулярно друг другу. 

Центриоли по своей организации в принципе аналогичны ба- 
зальным тельцам ресничек и жгутиков (см. рис. 15); это ци- 
линдрические структуры, стенку которых формируют девять три- 
плетов микротрубочек (рис. 94), соединенных между собой раз- 
личными связками. Внутренняя микротрубочка триплета (А) сс- 
стоит из 13 тубулиновых протофиламентов, две другие (Ви 
О—из 15. Внутри центриолярного цилиндра располагаются осо- 
бые структуры (аморфная «втулка» с выростами, отходящими к 
триплетам или «ось со спицами»). Снаружи центриоли окруже- 
ны ободком аморфного матрикса. На дистальном конце мате- 
ринской центриоли у триплетов имеются придатки — конические 
выросты из аморфного материала. Центриоли многих клетоко 
имеют перицентриолярные сателлиты. Эта структура, состоящая 
3 головки и ножки, крепится к стенке центриолярного цилинлд- 
ра Нсжка сателлита часто обладает поперечной исчерченно- 
Чъю. Данные по ультраструктуре центриолей получены на от- 
Носительно небольшом числе объектов. Детали строения центри- 
‘пей могут варьировать как у представителей разных таксонов, 
Ай. у близких видов. Наибольшая универсальность харак- 
4 для организации центриолярного цилиндра, мА ы 

ыы встречаются отклонения от канонической структу ры. так, 
аи ЛОВЫХ клетках ряда беспозвоночных обнаружен Е 
де жа товщие из 12—14 триплетов микротрубочек, а ыы в 

цие либо одиночные микротрубочки, лиоо разное ко. 
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Рис. 94. Организация центриолярного аппарата в клеточном цикле (А — по: 
Воробьев и Ченцов, 1980) и митотического аппарата в процессе анафазног 
расхождения хромосом в животной клетке (5). | 

а — анафаза, б — начало С, в 3 2—3 2—а ая Я. 
, —ч, 2—5, — и аза. / — материнск . 

дочерняя центриоли; 3 — выросты на триплетах в 4 — головка Н 5 
ка ерицентриолярного сателлита; 6 — ось со спицами; 7— придатки; 8 — цитопл (10= 


ея И а: 7 — фибриллярное гало; 10—12 — микротрубочки веретена 
воНООНИе, 1 — кинетохорные, 12 — нити сияния); /3 — хромосомы. 
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‘во дуплетов (вплоть ; 
во д) НЛОТЬ до 60—80 в тит. 
 ссага — ратного комарика). чтских центриолях 
Структура центриолей и обща 
центра меняются в течение клеточного цикл» 

интозе материнская центриоль со всех сто (рис. 94, 4). В 
тическим гало (аморфным или ть, 
лом), которое является центром 


я т _ 
организация клетокного 
8 ыы 


окружена м 

ое ь ужена мито- 
сонкофибриллярным матерна- 
хождения микротрубочек 


ретена. ие проксимального конца материнской Атос Зою 
рарноинана- дочерняя центриоль. На дистальном кая 
‘стальном конце мате- 


ринской центриоли (удаленном от дочерне: прос 
дится аморфная втулка. На мень -. в просвете нахо- 
линдра располагаются девять акс. р ор ся 
лишена придатков, она имеет лишь м печ о еек 
микротрубочек; на ее проксимальном конне (эт ры т 
|. в : . (этим концом она 
обращена к материнской) в просвете центриоляр Рич 
находится «ось со спицами». рнолярного цилиндра 
О исоенььы Клеток к интерфазе митотическое фибрилляр- 
исчезает (вокруг обеих центриолей остается тонкий 
ободок электронно-плотного материала — матрикса). Материн- 
ская и дочерняя центриоли теряют взаимноперпендикулярную 
ориентацию и расходятся на небольшое расстояние. В начале 
С; на материнской центриоли образуются перицентриолярные 
сателлиты, к которым подходят цитоплазматические микротру- 
бочки. У дочерней центриоли исчезает «ось со спицами», суще- 
ствовавшая во время митоза и в начале интерфазы, и появля- 
ется «втулка», характерная для «зрелой» центриоли. В периоде 
5 центриоли реплицируются, причем структура процентриоли 
резко отличается от структуры «взрослой» центриоли. В перн- 
оде @. исчезают перицентриолярные сателлиты и вокруг двух 
материнских центриолей начинает формироваться фибрилляр- 
ное гало. 

Итак, в течение клеточного цикла центрноли связызаются с 
мнкротрубочками посредством двух структур: перицентриоляр- 
кыЫХ сателлитов в интерфазе и фибриллярного гало в мнтозе; 
они индуцируют полимеризацию микротрубочек и являются, 
следовательно, микротрубочкоорганизующими центрами. 

Другой компонент митотического аппарата — митотическое 
веретено (рнс. 94, Б)— состоит из микротрубочек следующих 
разновидностей: полюсных, кинетохорных и астральных (или 
нитей сняния). Полюсные микротрубочки прикрепляются к 
свободные концы перекрываются в экватори- 
бразуя как бы полуверетена. Кине- 
ледует из нх названия, при- 
Часть микротрубочек свя 


_цен росомам, их 

‘альной области веретена, о 

тохорные микротрубочки, как и © 

| яются к кинетохорам хромосом. ре 

и с центросомой, и с кинетохором. беге: и Астральные 
к ‹фепленными концами. : 

убочки с ДВУМЯ незакреп радиально от 


о ияния, расходятся 


ентров по направлению к плаз 2 


& Минус-концы ерубочек полу ний це 
росомам, а «--»-концы — В дак зе ыы р пастинки, 
Плюс-конец кинетохорных вы дл ак ре : + на КИНе- 
тохоре. Микротрубочки веретена различаю о динамическими 
свойствами: наиболее стабильны кинетохорные микротрубочки, 

По завершении митоза веретено разбирается и восстанавли, | 
вается цитоплазматическая сеть микротруоочек. 

Помимо сложной и гетерогеннои системы микротрубочек 
слагающих основную часть видимых структур митотического 
аппарата, в его составе обнаружены микрофибриллы. Часть из. 
них — актиновой природы, что было продемонстрировано в опы. 
тах с использованием тяжелого меромиозина и флуоресцирую. _ 
щих антител. (Сильно развитая система актиновых и миозино- 
вых фибрилл, ориентированных перпендикулярно длинной оси 
клеток, выявлена в субмембранном аппарате клеток животных 
на поздних стадиях митотического деления. Эта система играет 
основную роль в процессах цитотомии.) 

Еще один важный компонент митотического аппарата -- ки. 
нетохорные участки хромосом. 

Размеры и структура кинетохоров широко варьируют. У 
большинства позвоночных кинетохор представляет собой трех- 
слойный диск диаметром 0,2—2,0 мкм, формирующийся в обла- 
сти центромерного участка хромосом. У некоторых насекомых и 
растений хромосомы не имеют первичной перетяжки; их кине- 
тохоры состоят из тонкого слоя фибриллярного материала, рас- 
пределенного вдоль хромосомы на значительном протяжении. 
Кинетохоры ряда других насекомых и растений представлены 
сферическими структурами из фибриллярного материала диа- 
метром 0,25—0,50 мкм, расположенными в области первичной 
перетяжки хромосом. (Данные об организации кинетохоров бу- 
дут приведены ниже.) 

Одна из основных загадок митотического аппарата — приро- 
да кинетических пропессов в митозе. Как говорилось выше, К 
важнейшим кинетическим процессам митоза относятся промета- 
фазное перемещение хромосом в область экватора веретена с. 
фомированием метафазной пластинки и анафазное расхождение 
дочерних хромосом, которое обеспечивается сперва перемеще- 
нием самих хромосом (анафаза А), а затем и расхождением. 
полюсов веретена (с удлинением микротрубочек) при продол- 
жающемся движении хромосом (анафаза Б). 

До недавних пор широко обсуждалась возможная роль В 
этих процессах актин-мнозиновой и тубулин-динеиновой меха“ 
нохимических систем. Однако тшательно выполненные и ис”. 
ключающие артефакты иммунохимические исследования позе 
лили прийти к заключению, что представления о ведущей р 
актин-миозиновой системы в перемещении хромосом не обо 
ваны, хотя для пропессов цитотомии эта система денствите 
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новой системы, то представления о ее роли 
процессах митоза развивались следующим о 
це 60-х — начале 70-х годов перемещение 

азличеЫМи взаимодеиствиями микротрубочек. Соглаз... 
из таких гипотез анафазное расхождение хромосом обес 
ется взаимным скольжением кинетохорных за 
микротрубочек центрального веретена. После того, как было с 
наружено явление соорки-разборки микротрубочек т ити ри 
выявлены микротрусочкоорганизующие центры, была поел 
жена. гипотеза динамического равновесия, по которой ав 
ное перемещение хромосом происходит в результате 
области клеточных центров микротрубочек веретена и разборки 
кинетохорных микротрубочек. Были и попытки объяснить рас- 
хождение хромосом комбинацией этих процессов (взаим 


(взаимное 


скольжение и сборка-разборка микротрубочек). Однако ни од- 
на из предложенных моделей не имела прямого фактического 
обоснования — все они базировались на косвенных данных и но- 
сили спекулятивный характер. Основной недостаток таких мо- 
делеи — попытка свести сложный многокомпонентный процесс, 
происходящий в целостной клетке, к работе какой-то одной ме- 
ханохимической системы. Еще один недостаток этих гипотез — 
то, что в их основу были положены данные, полученные только 
на метазойных клетках — узком круге объектов, удобных в ме- 
тодическом отношении, но почти не различающихся по харак- 
теру митотического деления. Это само по себе резко ограничи- 
вает возможность объективной оценки фундаментальных и вто- 
ростепенных признаков этих процессов. К обсуждению этих во- 
просов мы вернемся в следующем разделе. 


“И В кинетических 
ЭРазом. Еще в кон- 
у ьА 


Аромосом 


микротрубочек 


и: > С. 


5.5. ЭВОЛЮЦИОННОЕ 
И СРАВНИТЕЛЬНО-ЦИТОЛОГИЧЕСКОЕ 
НАПРАВЛЕНИЕ ИССЛЕДОВАНИЙ 


При детальном анализе резко различающихся варнантов ми- 
тоза, проведенном на уровне современных методических воз- 
можностей, особенно наглядно выступает сложный комплексный 
характер процессов митотического деления. В связи с этим 
представляется весьма перспективным привлечение к разраоот- 
ке рассматриваемой проблемы сравнительного метода исследо- 
ваний. : 

В течение последних 10—15 лет накоплен большой факти- 
ческий материал по митотическому делению у низших и выс- 
Мих эукариот, позволивший сделать некоторые обобщения. 

Рименение сравнительного метода по принципу гомологии- 
Когда речь идет об одноклеточных эукариотных организмах, 
"Равнительно-питологические исслелования процессов митоза 
Зы преследовать различные цели. Протозоологи, альгологи, 


ааа, 


ежде всего стремятся дать характеристику специ. 


микологии п омттх у клеток простея | 
мик р исследуемых ими клеток простейших 


‹ особенностей а =. я т 
а г грибов Пр и этом делаются попытки "СПОЛЬЗоват 
до р г ъ } 


каблюдаемые между близкими таксонами рва ‚или од. 
‚ах митотического деления в качестве важных си 
а Мите УГ ‚ния степени ролс к. 

стематических признаков для о ис. № 
следуемых форм. Такого рода задачи рН ых логиче. 

ских исследований не ие непосредст ошения к 
5 ческой проблеме. 

ие ь этом плане имеют сопоставления, пре. 
следующие цель проследить эволюцию митоза в а ры. Круп- 
ных таксонов, как например, представления И. Б. Райкова 00 
эволюции митоза у простейших (рис. 95). Он (и ряд других 
авторов) считает, что наиболее примитивным типом митоза 

современных простейших является закрытый внутриядерный 
плевромитоз. Микротрубочковые полуверетена в этом случае 
формируются внутри ядра и содержат небольшое количество 
микротрубочек. При этом обычно слабо развит аппарат кинето- 
хорных микротрубочек (по одной на хроматиду). Их длина ма- 
ло меняется в ходе митоза, и они не связаны с микротрубочка- 
ми центрального веретена. Основную роль в расхождении хро- 
мосом играют здесь центры организации микротрубочек 
(ЦОМТ), представляющие собой своеобразные уплотнения 
ядерной оболочки, которые вначале сосредоточены в одном ме- 


“ 


ключением инфузорий) _ споровиков, саркодовых, жгутиконос- 
Цев и т. д. —иу некоторых грибов. Из различных модификаций 
этого типа митоза через различные переходные формы И. Б. 
Райков выводит типы митоза, свойственные некоторым протис- 
там и метазойным клеткам, в частности, наиболее распростра- 
ненный открытый ортомитоз. Он характеризуется полной раз- 
боркой ядерной оболочки, локализацией микротрубочкооргани- 
зующих центров и центрального веретена в цитоплазме и хоро- 
шо развитой системой кинетохорных микротрубочек. Общей 
тенденцией в эволюции митоза У эукариотных клеток по Райко- 
ву является, следовательно, утрата примитивного мембранного 
механизма равнонаследственного распределения хромосом и за- 
мена его формирующимся па основе цитоскелета митотическим 


Несмотр я ма ряд достоинств предложенной Райковым схемы 
(логичность и соответствие имеющемуся фактическому матери“ 
алу), она тем не менее не свободна от противоречий и неясно- | 
стеи даже в отношении простейших. Прежде всего родственные — 
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Рис. 95. Эволюция митоза у простейших (по: Райков, 1978). 


1а—16в — варианты открытых митозов; 2а, 26 — варианты полузакрытых митозов; 3 = пе- 

лузакрытый плевромитоз, 4 — закрытый внутриядерный плевромитоз; 5 — закрытый 

внутриядерный ортомитоз; 6 — закрытый эвгленоидный митоз; 7 — закрытый внеядер- 
ный плевромитоз. 


тического значения вариантов митоза. Кроме того, при наличии 
общих тенденций к усложнению митоза и становлению открыто- 
го ортомитоза эти процессы могут протекать параллельно и не- 
зависимо в филогенетически отдаленных группах протистов. 
р аконец, учитывая сложный комплексный характер процесса 
Митотического деления, естественно ожидать, что В ряде случаев 
Е Удут использованы варианты митоза с комбинаторикой отдель- 
ь. А элементарных механизмов. _ 
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приводятся В работах 
родственные отнои 
эукариот и, обсужд 
щих тенденций эвол1 | 
цесса — процесса универсального Д. 


_ этих клеток актиноподобны 
способных образовывать ф 


`авнительно-цитологические ОПОСАВОНИ 
Более глубокие сре ‚ Хита. Автор стремится проследить 
„5 льными таксонами низших 
ая эти вопросы, не может не коснуться об. 
ОЦИОННЫХ изменении Ро Про- 
ля всех эукариотных клеток, 


ния между отде 


:ческое значение отдельных при- 
он вынужден признать широкое 
о, конвергентного развития этих 
7(^ С Хх 2 | ь=> 
эволюции, что обусловлено сходными функц НЕО Е. Е 
чами. Для характеристики этих признаков автор . ый 
только морфологическими данными, но и всей сово ы ке 
современных структурно-химических представлении О ФУНКЦИ- 
ональной морфологии митоза. т 

Гилотетическая схема эволюции митоза Дж. Хита (рис. 96) 
является прекрасным примером построений, основанных На 
классическом использовании сравнительно-цитологического ме- 
тода по принципу гомологий с попыткой выявить у современных 
организмов примитивные и продвинутые черты в организации 
митоза. 

По мнению Хита, исторической основой становления митоза 
современных метазойных клеток были относительво примитив- 
пые механизмы равнонаследственного разделения геномов пер- 
вичных проэукариотных клеток, которые затем претерпевали не- 
сколько последовательных этапов усложнения. За исходную — 
форму он принимает не типичную бактерию (например, кишеч- 
ную палочку, как в других схемах, рис. 97), а своеобразные ор- _ 
ганизмы типа современных микоплазм. Распределение генети- 
ческого материала между дочерними клетками этих организмов 
(рис. 98) происходит не обычным для прокариот путем, а с по- 
мощью деления и расхождения к полюсам своеобразной элек- 

освенные свидетельства о наличии У 


х белков или, скорее, их аналогов, 
ибриллярные структуры в цитоплаз- 
х данных делается вывод, что первым 


было обособ 
ление ядерного аппарата 
вместе 


аспреле 
распрелеление геномов (типа субмембранной пластинки мико-. 


ской мембраны (рис. 96 зоити путем впячивания плазматиче 
рис. 56, А). Затем возникла необходимость в 


пара 
теномов при лелении, я 


динамичного скелета и 
личением размеров Я ря фибриллярного актина. 
тиновый скелет был замене 


том из микротрубочек, при 


Более того, оценивая филогенет! 
знаков митотического деления, 
распространение параллельно! 


ме, На основании всех эти 
этапом в эволюции митоза 


наем: Задтуртузыкр р 
т тАьсе, 
4х. 


Рис. 96. Последовательные стадии эволюции митоза (по: Неа, 1980). 


фа примитивный 
келет; 3 — центры образования 
д (6) и 


ак — последовательные стадии усложнения митотического аппарата 

ре ый цитоскелет; 2— микротр) бочковый  цнто 

Ур Цитоскелета. 4—6 — митоз в метазойных клетках (а), у гипермастиги 
диатомовых водорослей (в). 


ия прикреплялись дочерние хромосомы, стали и центрами 


УИ 


организации микротрубочек (рис. 96, Б). Образованием тубули, 
нового скелета из непрерывных микротрубочек завершился ву 
рой этап в эволюции митоза. Б дальнеишем между скелетнымы 
микротрубочками возникли статице 
ские взаимодействия; появились КИ. 
нетохорные микротрубочки 
96, В); конденсированные хромось» 
мы в метафазе стали ‚располагать. 
ся в экваториальной плоскость 
(рис. 96, Г). В дальнейшем прое. 
ходила реализация наметившейся 
тенденции к перемещению митоти. 
ческого аппарата в цитоплазму в 
частичной разборке ядерной обо. 
лочки; развитие этой тенденции’ 
привело к полной разборке ядерной 
оболочки и появлению типичного 
метазойного митоза (рис. 96, Д). 

Характерной особенностью послед. 

него является также замена стати. 

ческих взаимоотношений между не. 

прерывными микротрубочками на 

динамичные взаимоотношения ми- 

кротрубочек полуверетен. Иными 

словами, при этом происходит за- 

мена механизма перемещения хро-_ 
г мосом путем сборки микротрубочек. 


и" — на менее энергоемкий процесс вза-. 
ь ты имного скольжения микротрубочек. 

и Особое положение, по мнению Хита, 
И ЧК: - 9 занимают митозы, наблюдаемые у 
<? ГиПпермастигид и диатомовых водо- | 

—> рослей. Они, как и метазойные ми- 
тозы, представляют собой высшие 
этапы эволюции митоза. Клеткам о 
днатомовых водорослей свойствен“_ 


р бактерии: Б, В — динофлагел- Ее взаимное скальжевие евр: — | 
ляты; Г — животные клетки. 


Рис. 97. Варианты расхождения 
хромосом (по: Аегз е. а., 
1989). 


ния дочерних хромосом (см. НИРО х 
приведенных обобщений явля“, 
на отношениях, наблюдаемых неа 

- Низших эукариот, а у всей сово! 
ссьма прогрессивной выглядиг 

становления митоза не специ 
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_ рованный мембранный механизм 
временных бактерий, а, по-види 
плазматический механизм расп 
для микоплазм. 


Классическое применение сравнительного м 
роения гипотетических схем ЭВОЛЮЦИИ М! а дя 
® ыы ь ‹ ИИ 1 У Я ЗА - а 
ходимои ступенью в познании | г Является необ 


механизмов митоз: 

у Си а .. а, П ь 71 
любая гипотеза, объясняющая эти механизмы НР ииыня 
ваться на понимании их историче ‚ должна 6 


того, на какой основе и как возни 


о Чен хромосом у со- 
мому, более примитивный ни- 

ределе ЗНЫН ЦИТО- 
зения геномов характеё: ы 

‚› характерный 


8 х азиро- 
СКОИ обусловленности У 
КЛИ ЭТИ механизмы. 


и, 


Рис. 98. Посмедовательные стадии (А—Г ) деления микоплазмы (по: МапЦой, 
МогомИ2, 1967). 


1 — субмембранная пластинка, к которой крепится ДНК (2): 3 — плазматическая мем- 
брана. 


Применение сравнительного метода по принципу функцио- 
нальной аналогии. Для современных низших эукариот харак- 
терна значительная вариабельность организацин процессов ми- 
тотического деления. Например, на разных стадиях жизнениого 
цикла миксомицетов представлены два резко различающихся 
типа митоза — открытый митоз с центриолярным аппаратом 
(стадия миксамебы) и полузакрытый, внутриядерный митоз с 
клеточными центрами, лишенными центриолей и расположенны- 
ми на полюсах ядра в участках, где разобрана ядерная оболоч- 

_ ка (стадия плазмодия). 
| Подобные примеры пластичности процессов митоза или от- 
_ дельных его механизмов у низших эукарнот весьма многочис- 
ленны, что заставляет авторов, применяющих сравнительный 
метод по принципу гомологии, переходить к стихииному ис 
пользованию сравнения по принципу функциональной чвалогии, 
Т, е искать функциональное объяснение независимого появле- 
Иня сходных признаков у представителен разных таков 
наоборот, резких различий у представителей ране > 
ных групп. Логичным продолжением такнх сопос реа =: 
Целенаправленное использование для разработки общих р 
лем митоза объектов, у которых максимально выражены Т 
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ли иные признаки. Иными словами, речь уже идет 00 исполь. 
1те. метода по принципу Функциональная 

зовании сравнительного метода г аа ой 
аналогии не для филогенетических постр А епосред, 
ственного и самостоятельного общецитологического Рабочего 
а таком подходе к вопросу и, в аствостая К проблеме ме. 
ханизмов перемещения хромосом, как следует из рассмотренной 
схемы Хита, большой интерес представляют гипермастигиды р 
особенно диатомовые водоросли. Последние вполне удовлетво, 
ряют всем перечисленным выше требованиям. Они составляю 
большую и сильно дивергировавшую группу одноклеточных © 
ганизмов, среди которых встречаются как относительно мелку 
формы, пригодные для серийных ультраструктурных исследова 
ний, так и виды, представленные крупными клетками, удобны- 
ми для прижизненных наблюдений. р 5% 
Весьма значимые данные в этой области были получень 
группой Дж. Пиккет-Хипса. Уже в первых работах, проведен 
ных на ряде представителей диатомовых водорослей, полностью 
подтвердились результаты классических исследований конца 
прошлого века. В дальнейшем удалось выявить ряд деталей, 
касающихся способов формирования митотического аппарата # 
его взаимодействия с хромосомами в митозе (рис. 99). 
микротрубочкоорганизующий центр, представляющий с 
овальную электронно-плотную структуру, преобразуется в про- 
фазе в две пластинки с прилегающими к ним снаружи вакуо- 
лярными структурами (рис. 99, А, Б). На внутренних (обращен- 
ных друг к другу) сторонах пластинок начинается формирова- 
пие двух полуверетен из микротрубочек с противоположной Ш 
лярностью. У некоторых видов диатомовых в основании ка 
формирующейся микротрубочки лежит электронно-пло’ 
тельце. тет ВЙ 
Вначале микротрубочки полуверетен перекрываются таки 
образом, что дистальные концы формирующихся микро 
чек доходят до противоположных полюсов (рис. 99, В). 
нейшем, по мере удлинения микротрубочек и расхож, 
противоположных направлениях пластинок митотич `ског 
рата, микротрубочки полуверетен перекрываются лишь 
тральной части веретена, однако, довольно значите: 
объему (рис. 99, Г). В это время заканчивается проф за ми 


скре процессы (дальнейшее удлинение. верете на и расхо? 
пластинок); завершаются также процессы спирали 
денсании хромосом, разбирается ядерная оболочка, 
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вание начинается не от кинетохорных участков хромос 
пластинок микротрубочкоорганизующих центров. 
а образом, кинетохорные микротрубочки предста 
— р ры, сходные с микротрубочками полуверетер ® 
| сашие в их состав. Этот вывод хорошо согласуется с › к. 
ты — а полярности кинетохорных микротрубочек , 
= ротрубочек соответствующих им полуверетен митотическог, 
и НЫ ео участки. хромосом обеспечивак 
ее. в микротрубочек с хромосомами. Пос 
разборки ядерной оболочки У диатомовых происходят весы 
о. перемещения материнских хромосом, 
ь ) ‚› что вначале хромосомы пытаются пе. 
реместиться либо к одному, либо к другому полюсу клетки НО 
в конце концов устанавливается равновесие и хромосомы ани. 
мают экваториальное положение. В это время у некоторых диа- 
томовых в области веретена или в месте соединения кинетохор. 
ных микротрубочек с хромосомами образуются мощно развитые 
электренно-плотные фибриллярные структуры, так называемый 
воротничок (рис. 99, Д). 
этого момента, представляющего собой своеобразную ме- 
тафазу, начинаются процессы анафазного перемещения дочер- 
них хромосом. Материнские хромосомы раздваиваются, делят- 
ся на две равные части и волокнистые структуры воротничка. 
Возобиовляется процесс расхождения пластинок митотического 
аппарата, что приводит к удлинению центрального веретена и 
сокращению области перекрытия микротрубочек полуверетена. 
Как показали специальные исследования, в основе этих изме- 
нений у одних видов диатомовых лежат сложные процессы не- 
равномерной сборки микротрубочек, а у других — еще и про- 
цессы их взаимного скольжения. Кроме того, в анафазе проис- 
ходит перераспределение микротрубочек полуверетена, ранее 
расположенных равномерно, — теперь они формируют пучки, ©0° 
стоящие из тесно сближенных микротрубочек, разделенных про: 
слойками гиалоплазмы с фибриллярными структурами. Рас- 
хождение хромосом к полюсам сопровождается также укороче- 
рием кинетохорных микротрубочек и активным пра 
фибриллярных электронно-плотных структур Ворота р 
тивоположным концам центрального веретена (рис. 99, Е ая 
Авторы рассмотренной серии работ сопоставили свои ре 
таты с данными, полученпыми на других группах ов! а 
ных и многоклеточных организмов, исходя из И ета елей 
том, что, несмотря на разнообразие картин се 06 
ния в основе кинетических процессов митоза (В р мы оба 
фазного и анафазного перемещения хромосом) "и, 
Е... ля всех эукариотных клеток механизмы. Иными х авни 
ее: еследователи перешли к прямому использованию ср 


л и аналогий» 
но офункциональной 

метода по принципу морф ий 
и ВВ бо, что свойственные диатомовым механизмы фор | 
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‘ования полуверетен и полярных митотических микротрубочко- 
'отанизующих центров характерны также для митозов низших 
оибов и высших многоклеточных. Более того, из этих сопо- 
тавлений получается, что кинетохорные микротрубочки и в 
дрУГИХ типах митозов имеют общее с микротрубочками полуве- 
етен происхождение, так как начинают образовываться в по- 
дарных центрах организации микротрубочек, и лишь позднее 
вступают в связь с кинетохорными участками хромосом. 
Второй важный общий принцип, вытекающий из анализа 
диатомовых митозов, касается механизмов прометафазного и 
анафазного движения хромосом. Перемещение материнских 
хромосом в прометафазе то к одному, то к другому полюсу 
обусловлено, по мнению авторов, воздействиями кинетохорных 
частков противоположной направленности. Активную роль в 
этих перемещениях авторы приписывают кинетохорным участ- 
кам, в которых, по их мнению, локализована динеиноподобная 
АТФаза. Поскольку же на материнской хромосоме имеется два 
кинетохорных участка, взаимодействующих с микротрубэчками 
ротивоположной полярности, то в конце концов усганавлива- 
ется равновесие, и материнские хромосомы располагаются в 
экваториальной плоскости. При этом, по мнению авторов, энер- 
тия макроэргов, полученная из АТФ при активации динеинопо- 
кобной АТФазы кинетохорных участков хромосом, аккумулиру- 
этся в натяжении волокнистых структур типа воротничка в об- 
ласти крепления микротрубочек к кинетохорным участкам. По- 
сле деления материнской хромосомы именно эта энергия и ис- 
пользуется для анафазного перемещения хромосом к полюсам 
клетки. Кинетохорные же микротрубочки лишь направляюг та- 
кое перемещение, а его скорость регулируется скоростью раз- 
борки микротрубочек, осуществляемой под влиянием кинетохор- 
ных участков дочерних хромосом. Вспомогательную, но ие глав- 
ную роль в анафазном расхождении дочерних хромосом может 
играть и расхождение полюсов с дочерними микротрубочкоор- 
ганизующими центрами, которое осуществляется путем удли- 
вения центрального веретена, в результате либо скольжения, 
либо неравномерного роста микротрубочек полуверетен. 
Разработанную на примере диатомовых водорослей модель 
рометафазного и анафазного перемещений хромосом в митозе 
иоры распространяют и на обычный метазойный митоз. Боль- 
шим достоинством этой модели является отход от традицион- 
ых представлений о ведущей роли микротрубочковых систем в 
ханизмах перемещения хромосом. В предлагаемой модели 
лелана попытка рассмотреть эти процессы как результат слож- 
ОГО взаимодействия кинетохорных участков хромосом, микро- 
очек, волокнистых структур митотического аппарата и дру- 
мпонентов целостной клетки. При этом авторы неолно- 
подчеркивают, что одним из необходимых условий лля 
модели кинетических процессов в митозе должно быть 
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ес соответствие всем наблюдаемым в живой природе “одифика» 
циям этих процессов. Ц 

В последнее время и на метазойных клетках получен ря 

данных, которые привели к пересмотру взглядов на кинетохо 
как пассивную структуру, обеспечивающую ЛИШЬ прикрепление 
микротрубочек к хромосомам, Гак, инактивация одного из Кине. 
тохоров В прометафазе ультрафиолетовым ИЛИ лазерным облу. 
чением вызывает смешение хромосомы к противоположном 
полюсу; по-видимому, в это время хромосома нахолится Под 
воздействием сил натяжения со стороны обоих полюсов. Весьма 
ценная информация получена путем микроинъекции в живые 
клетки меченного биотином тубулина, локализацию которого мо- 
жно определить иммунохимическим методом с помошью анти- 
тел, конъюгированных с коллоидным золотом. Такие и 
казали, что в метафазе меченый тубулии включается в полЮС- 
ные микротрубочки на их свободном «--»-конце в центральной 
Части Беретена (что вполне естественно) и (что весьма неожи.. 
данно) в кинетохорные микротрубочки в области кинетохора, 
т, е. на закрепленном «-+-»-конце. В анафазных клетках в кине- 
тохорных участках, напротив, происходит разборка микротру- 
бочек; в то же время на центросомах рост микротрубочек иро- 
должается и в анафазе. Таким образом, кинетохорные микро- 
трубочки могут удлиняться и укорачиваться путем добавления 
или удаления тубулиновых субъединиц в области кинетохоров, 
которые, таким образом, могут индуцировать сборку или раз- 
борку микротрубочек в зависимости от фазы клеточрого никла. 
Эти данные вызвали новую волну интереса к кинетохорам н 
стимулировали, в частности, исследования, посвяшенные фор- 
мярованию кинетохорных микротрубочек. 

В проведенных с помошью видеоусилительной установки на- 
блюлениях на живых клетках тритона, обладающих крупными 
веретерами, удалось проследить за поведением в прометафуязе 
индивилуальных микротрубочек, растущих от полюсов верете- 
миа. Оказалось, что они то удлиняются, то укорачиваются, как 
бы «прочесывая» питоплазму в поисках кинетохора. Как толь- 
ко происходит контакт микротрубочки с кинетохором, хромосо- 
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толщиной около 40—60 нм, вероятно, и = 
ной пластинке, которая выявляется до та микротру. в 
бочек. Средний слой кинетохора А м Е вх соответ: 
ствует светлой зоне, отделяющеи НЫЕ > кинетохор 
от хромосомы. В этом слое располагаются ОИ лы, которые 
осуществляют структурную СВЯЗЬ вы ыы ке пла- 
стинкой, несущей микротрубочки. Внутренний ыы. = 
(20—50 нм), состоящий из плотно упакованного фиориллярного 
матернала, тесно контактирует с хроматином центромеры. 

В настоящее время проводятся интенсивные биохимические 
исследования организации кинетохоров, стимулированные от- 
крытием аутоиммунных антител, реагирующих с кинетохорами. 
В разных клетках иммунохимическими методами в составе ки- 
нетохора были выявлены белки молекулярной массой от 14 до 
140 кДа. Среди них есть белки, обладающие некоторым сходст- 
вом с гистонами; их удаление не влияет на способность хромо- 
сом индуцировать сборку микротрубочек ш уПго, т. е. эти белки 
скорее связаны с хроматином, чем с микротрубочками. Другие 
компоненты кинетохора обладают сродством к тубулину. У 
дрожжей с помощью клонирования центромерной ДНК обнару- 
жена последовательность, отвечающая за связывание опреде- 
ленных кинетохорных белков. Существуют также белки (38, 
150 и 155 кДа), временно ассоциирующиеся с кинетохором и 
получившие название внутренних центромерных белков. В ма- 
теринской хромосоме они прочно связаны с белками матрикса 
в ее центромерной области и, по-видимому, обеспечивают пра- 
вильное расположение хроматид. При расхождении последних 
в начале анафазы эти белки мигрируют в область экватора ве- 
ретена. Некоторые исследователи приписывают им организую- 
цую роль в формировании актин-миозинового кольца при цито- 
томии в поздней телофазе. 

В области кинетохоров как будто выявляются и белки ме- 
ханохимической системы — цитоплазматический динеин и ки- 
незин. В составе веретена обнаруживаются МАР, кальций и 
кальцийсвязывающие белки (кальмодулин, кальпаин и др.); 
кальции, по-видимому, содержится в везикулах: на многих ме- 
тазоиных клетках показана закономерная ориентация вокруг 
митотического веретена мелких пузырьков, являющихся дери- 
ватами ЗПС, аппарата Гольджи и ядерной оболочки. 

Таким образом, как видно из всего вышеизложенного, к на- 
стоящему времени достигнут определенный прогресс в анализе 
структурно-химической организации компонентов клетки, нахо- 
дящейся в фазе митоза, однако, несмотря на это, многие прин-_ 
ципиально важные вопросы все еще остаются не выясненными. | 

Большой интерес и для понимания механизмов митоза, и. 
для выяснения возможных вариантов организации ядерного аи-_ 
парата представляет исследование современными комплексными 
методами различных вариантов закрытых митозов (с сохра- 
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нем ядерной оболочки), особенно характерных для низших 
„бов. Морфологическое изучение такого варианта митоза бы 

. . « > ь с г" 
"о проведено в последние годы у дрожжей. 


Рис. 100. Последовательные стадии (А—Д) митотического деления дрожжей. 
(по: Кираё, 1975). 


Г — ядерная оболочка, 2 — микротрубочкоорганизующий центр, 3 — микротрубочки, 4— 
хромосомы. 


Митотический аппарат дрожжей формируется внутри ядра 
(рис. 100); при этом происходит объединение микротрубочкоор- 
ганизующих центров и структур поверхностного аппарата ядра. 
Микротрубочкоорганизующие центры представлены двумя пла- 
стинками, расположенными во внутренней мембране ядерной 
оболочки. К ним изнутри крепятся и непрерывные, и кинетохор- 
ные микротрубочки. Последние обычно небольшой длины и слу- 
жат для заякоривания дочерних хромосом в области кинетохор- 
ных участков. Анафазное перемещение хромосом осуществля- 
стся путем расхождения микротрубочкоорганизующих центров 
се прикрепленными микротрубочками обоих типов. При этом 
происходит значительное удлинение микротрубочек центрально- 
го веретена при сохранении постоянной длины кинетохорных 
микротрубочек, что и приводит к расхождению дочерних хро- 
мосом к противоположным полюсам ядра. Митотический про- 
16сс заканчивается разделением материнского ядра перетяжкой 

экваториальной области и образованием двух дочерних ядер. 

анафазе у дрожжей происходят весьма сложные преобра- 
вания непрерывных микротрубочек веретена: количество их 
тепенно уменьшается, а длина увеличивается, так что к кон- 


рузнафазы остается всего одна длинная центральная микро- 
чка. 
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Для плодотворных сравнительных сопоставлении нужны как 
можно более полные данные о компонентах митотическогс ап- 
парата и о разных вариантах закрытых митозов, в частности, 
такой важной в систематическом и Ффилогенетическом плане 
группы простейших, как жгутиконосцы. 
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Рис. 101. Митоз у гипермастигид (по: Райков, 1978). 
А—Д — последовательные Фазы закрытого митоза; Е—К — изменения кинетохоров И 


к В а крепления хромосом и микротрубочек митотического аппа- 
а А { ), профазе и ранней анафазе (Ж-—К). 1— материнские и 2 — до- 
6 5 ‚.. Микротрубочки центрального веретена; 4 — кинетохорные микро 
рубочки; 5 — ядерная оболочка: 6 — поры в ядерной оболочке: 7 — фибриллярный слой 
кинетохора; 8 — плотный диск кинетохора; 9 — ЦОМТ: 10'— радиальные. микротрубочки. 


Специфическим признаком организации митоза у жгутико” 
носцев является наличие в их цитоплазме более или менее 
сложного митотического аппарата, представленного микротру“ 
бочкоорганизующими центрами (ЦОМТ) и гетерогенной систе: 
мои микротрубочек. У одного из видов гипермастигид ЦОМ 
образованы двумя лентовидными тяжами с шаровидными 
электронно-плотными скоплениями на концах. В профазе ЦОМ 
сближаются с ядром, вокруг них возникают радиальные пучки 
микротрубочек, а между ними — центральное веретено (рис- 101. 


= > 
Л). Затем хромосомы и их кинетохоры удваиваются. централь 
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ное веретено растет в длину и как бы вдавливае 
(рис. 101, Б). К этому моменту некоторые из радиа 
ротрубочек присоединяются к кинетохорам 


тся в ядро 
ЛЬНЫХ МИК- 
И становятся 


т ; р кине- 
тохорными микротрубочками. В дальнейшем хромосомы расхо- 
дятся, а кинетохорные микротрубочки укорачиваются (рис. 101 
Е , 6 


В). Стадия метафазы в закрытом митозе этого ви 
ски отсутствует. В анафазе ядерная оболочка пер 
ется, И теперь расхождение достигается за 


центрального веретена (рис. 101, Г). В телофазе исчезает цен- 
тральное веретено (благодаря деполимеризации микротрубо- 
чек), а дочерние ядра некоторое время сохраняют связь с 
ЦОМТ (рис. 101, Д), впоследствии отделяясь ОТ НИХ. 

Прсцесс встраивания кинетохоров в ядерную оболочку, ха- 
рактерный для многих жгутиконосцев, детально изучен на при- 
мере олного из видов гипермастигид — ТгуспопутрНа. Кинето- 
хор, состоящий из плотного диска и фибриллярного слоя, слабо 
конденсирован в препрофазе (рис. 101, Е); постепенно конденси- 
руясь, сн делится на два дочерних кинетохора, расходящихся 
на небольшое расстояние (рис. 101, Ж). Затем каждый из ки- 
нетохоров куполообразно приподнимает ядерную оболочку так, 
что плотный диск кинетохора оказывается встроенным в нее 
(рис. 101, 3, И). При переходе к анафазе куполообразно ири- 
поднятая часть ядерной оболочки распадается, и к фибрилляр- 
ному слою кинетохора прикрепляются микротрубочки веретена 
(рис. 101, К). Тонкие механизмы расхождения кинетохоров по- 
ка не ясны. 

У наиболее интересной с филогенетической точки зрения 
‘руппы жгутиконосцев — представителей мезокариот динофла- 
геллят — организация митоза в принципе также носит двойст- 
венный характер. Здесь тоже имеется внеядерный митотический 
аппарат, но существенная роль в процессе расхождения дочер- 


них хромосом принадлежит ядерной оболочке, сохраняющейся 
во время митоза. 


Одной из особенностей митоза динофлагеллят по сравне- 
нию с митозом гипермастигид является более простая струк- 
турная организация митотического аппарата цитоплазмы и ап- 
’Парата связи между ядерной оболочкой, хромосомами и кинето- 
хорными микротрубочками. В цитоплазматическом митотическом 
ЧПпарате некоторых динофлагеллят не обнаруживается морфо- 
Чогически выраженных структур клеточного центра (каки в 
клетках высших растений). У других динофлагеллят имеются 
Типичные центриоли, хотя сателлиты в виде скоплений РНП 
| Мражены слабо. Система микротрубочек представлена непре- 
я вными и кинетохорными микротрубочками, однако количе- 
в. их относительно невелико. Микротрубочки сосредоточены 
ф УТриядерных цитоплазматических каналах. 


| мт ЭРмирование таких каналов является второй особенностью 
Ито 
18 


да практиче- 
ешнуровыва- 
счет роста в длину 


“ динофлагеллят. Этих каналов в клетках динофлагеллят 
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плоскости деления материнского ядра на два дочерних. Стен 
каналов на всем протяжении образована мЕморанами ядерной 
оболочки с поровыми комплексами. В кана: ЧОН не- 
прерывные микротрубочки, связывающие полюса клетки, и кине, 
тохорные микротрубочки, контактирующие С поровыми КоМП- 
лексами. К ядерной мембране в области поровых комплекедв 
крепятся хромосомы, не образуя морфологически четко выра. 
женных связывающих структур, как у гипермастигид. Есть 96. 
нования предполагать, что деление материнской хромосомы и 
начальные этапы перемещения дочерних хромосом у динофла- 
геллят, как и у гипермастигид, происходят без участия кине- 
тохорных микротрубочек. Конкретные механизмы данных про- 
цессов и то, каким образом в них принимают участие мембраны 
ядерной оболочки, пока остаются невыясненными. | 


Рис. 102. Митоз у динофлагеллят '(по: Киа! У. 


8—Е — одноканальцевый, Ж— двухканальцевый. 
мосомы, 3 — центриоли в зачатке продольного цитоплазматического канала, 4 — цито- 
плазматический канал, 5 — микротрубочки центрального веретена, 6 — кинетохорные 

микротрубочки. 


Т — материнские и 2 — дочерние хро- 


чи 


Весьма интересен в этом плане митоз у эвгленоидов, где 
при наличии внутриядерного центрального микротрубочково! 
веретена нет морфологических признаков связи расходящ 
дочерних хромосом ни с данной структурой, ни с мембр. 
ядерной оболочки. Такие парадоксальные митозы создак 
преодолимые трудности для исследователей, применяющих 


нительный метод по принципу гомологии в стремящихся. 
нить пути эволюции митоза, поскольку они с _бо. 


оличество исключений, не укладывающихся в рамки той или 


иной гипотетической схемы. 

При использовании сравнительно-цитологического метода по 
принципу функциональной аналогии и не ставя целью выясне- 
ние филогенетических связеи между отдельными разновидностя- 
ии митоза, исключения как раз и представляют наибольший 
„нтерес. В них обычно ярче всего проявляются те или иные 


стороны работы отдельных универсальных элементарных меха- 
низмов. Одним из путей выяснения организации митотических 
процессов является анализ всех или по крайней мере основных 
их специфических модификаций у разных эукариотных клеток. 
При этом интерес представляют не только низшие эукариоты, 
где разнообразие модификаций митоза наиболее велико, но и 
клетки высших эукариот, особенно специализированные мета- 
зойные клетки и клетки-организмы простейших и, в частно- 
сти, инфузорий. Значение таких объектов для разработки об- 
щих и частных вопросов проблемы репродукции клеток было 
продемонстрировано на примере специфики мейотических де- 
лений, соматической полиплоидизации и весьма своеобразной 
организации процессов репродукции при формировании макро- 
нуклеусов у брюхоресничной инфузории стилонихии. 

К рассмотренным выше примерам можно добавить еще до- 
стоверные факты о наличии оформленных актин-миозиновых 
структур в макронуклеусах некоторых инфузорий и участии 
микротрубочковой системы в процессах деления макронуклеу- 
сов инфузорий многих видов. 

Однако для плодотворного сопоставления всех этих инте 
реснейших сравнительных данных с относительно подробно ис- 
следованными метазойными митозами необходимо, чтобы глу- 
бина понимания организации этих митозов соответствовала бы 
степени их изученности у многоклеточных животных. 


Глава 6 


ПРОЯВЛЕНИЕ ЕДИНСТВА 
ОРГАНИЗАЦИИ КЛЕТКИ 
В ЕЕ ЖИЗНЕДЕЯТЕЛЬНОСТИ 


В разделах книги, посвященных характеристике трех си. 
стем эукариотных клеток — поверхностного аппарата и цито: 
скелета, цитоплазмы с органоидами и ядерного аппарата -= 
уже была сделана попытка показать глубокое единство всех 
компорентов этих систем и их взаимосвязь в реализации общих 
клеточных функций. В настоящей заключительной главе мы по- 
стараемся специально остановиться на этом вопросе, включив 
в него не только проблемы обеспечения общих функций эука- 
риотных клеток, но и закономерности их изменений при адап- 
тации и в процессе дифференцировки. 

В 60-е годы нашего столетия было выполнено много работ 
по эмбриогенезу многоклеточных животных, начиная с разви: 
тия их женских половых клеток. В проэмбриональный период 
происходит накопление в цитоплазме ооцитов запасных пита: 
тельных веществ, рибосом, митохондрий, а также регуляторных 
белков и латентных форм информационных РНК, которые рас” 
пределяются в цитоплазме ооцита неравномерно. Гетероген- 
ность распределения информационных и регуляторных молекул 
имеет особое значение для дальнейшего развития. 

После оплодотворения начинается энергичное деление ке” 
ток (обычно без роста цитоплазмы), в ходе которого идентич" 
ные по своим потенциям ядра оказываются в клеточных сист” 
мах с неоднородной по своим свойствам цитоплазмой, Встес 
венно, что при этом на начальных этапах появления различ 
между клетками велущее значение принадлежит уже питона 
ме, которая с помощью неодинаковых наборов белковых = | 
ляторных молекул начинает оказывать разное одиянВО И. ай 
ный аппарат клеток. После окончания периода досл ров 
венствующую роль в процессах детерминации и диффера а 
ки клеток приобретают уже межклеточные не ОДНОГО, 
временные и постоянные контакты между клетка 


таки (что особенно важно) разных зачатков. В сс 
этих Контактов участвуют клеточные рецепторы „УВОСТВВНИЕ 
торых передаются на генетический аппарат. | га Ри = 50. 
стадиях развития эти сигналы еще более у СЛОЖНняЮтся рее: 
появления межклеточных информативных молекул. › ры. ре 
нее и нервной и гуморальной интеграции. ооивынь о, 
Естественно, что по мере углубления наших прелс гавлений 
об организации эукариотных клеток непрерывно углублялие, 
и наши представления о цитологических основах эмбриогенеза, 
дифференцировки и детерминации клеток в ходе развития. ° 
Начиная с 60-х годов проблемы дифференцировки клеток 
интенсивно разрабатывались молекулярной генетикой. В то же 
время проводили и цитологические исследования — например, 
структурно-химической организации поверхностного аппарата 
при дифференцировке и малигнизации клеток. Поверхностные 
структуры клетки наиболее доступны для анализа гонкими ме- 
тодами, применяющимися в структурно-химических исследова- 
ниях. Это позволяет обнаружить даже незначительные измене- 
ния в проявлении активности генов, что существенно дополня- 
ет возможности молекулярно-генетического анализа. В итоге в 
предшествующие десятилетия углубились наши знания как об 
изменениях при дифференцировке самого генетического аппара- 
та, так и о проявлении этих изменений в организации рецептор- 
ной системы клеток. : 
Одним из крупных достижений генетических исслеловании 
дифференцировки эукариотных клеток было создание концеп- 
ции дифференциальной активности генов как основного гене” 
тического механизма клеточной специализации. Суть данной 
концепции заключается в предположении, что дифференцировка 
эукариотных клеток связана не со структурными овес: 
генетического аппарата, а с изменениями аппарата регуляции 
активности генов. В доказательстве этои арены важную 
роль сыграли цитологические исследования, наиболее яркими 
из которых были работы по пересадке ядер дифферениирован- 
ных клеток в энуклеированную яйцеклетку амфибий. Из таких 
яйцеклеток развивались полноценные организмы, что свидетель- 
ствовало об отсутствии необратимых структурных изменении в | 
геноме в ходе дифференцировки (во всяком случае, в геноме # 
данных клеток). 
Наряду с многочисленными фактами, подтверждающими. тее> 
рию дифференциальной активности генов, при зале о 
следованиях (особенно В сравнительно-питологическом я 
стали накапливаться данные, указывающие на вере 
различных перестроек генетического аппарата и его Бнеывы: 
потенциальную пластичность. К такого рода фактам ета 
рассмотренные выше изменения генома, чине р 
Ввитии макронуклеуса брюхоресничных инфузории. ыы жа 
зательно в этом отношении и широко распространенное 
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ах разных животных явление амплификации генов ядрышково. | 
Г. организатора. О большой эволюционной панк. гене. 

ма свидетельствовала также гетерогенность генов рРНК, СВОЙ. 
ственная некоторым миксомицетам и инфузория м. 

Помимо приведенных фактов к началу 70-х годов накопи. 
Лось много частных вопросов, трудно объяснимых ‚= ПОЗИЦИЙ 
теории дифференциальной активности генов в ее первой фор- 
мулировке. Одной из «классических» неразрешимых проблем 
была проблема дифференцировки большого количества разных 
клонов иммунокомпетентных клеток, жестко детерминирован- 
ных на синтез лишь одной, специфичной для каждого клона 
разновидности молекул иммуноглобулинов. При этом ИММУНО- 
глобулины, синтезируемые иммунокомпетентными клетками 
разных клонов, различаются только по аминокислотной после. 
довательности в первом вариабельном домене. Константная (ос- 
новная) часть тяжелой цепи иммуноглобулина идентична у всех 
клонов и кодируется, очевидно, относительно небольшим коли- 
чеством структурных генов. Неясными оставались вопросы о 
том, каким образом возникает большое разнообразие вариа- 
бельных участков молекулы иммуноглобулина, каковы механиз- 
мы обт.единения генов вариабельных и константных участков в 
ДНК одной хромосомы и каким образом в ходе антигензависи- 
мой дифференцировки происходит переключение синтеза имму- 
ноглобулинов одного класса (М) на синтез иммуноглобулинов 
других классов (О, С, А, Е). 

В начале 70-х годов широкое распространение получила ги- 
потеза «соматических мутаций», объясняющая разнообразие им- 
мунокомпетентных клеток повышенной мутабильностью участ- 
ков ДНК, содержащих гены вариабельной части молекулы им- 
муноглобулинов. Такого рода объяснения противоречили дан- 
ным по дифференцировке других специализированных клеток и 
не принимались многими исследователями. 

Наконец, сенсационным, с точки зрения представлений о 
стабильности и структурной целостности генетического аппара- 
та было открытие так называемых блуждающих генов — ге- 
нов, способных менять положение в хромосоме. Эти мобильные 
гены сходны с эндогенными ретровирусами, обладают значи- 
тельной автономией внутри генетического аппарата, траискри- 
бируются независимо и могут существенно влиять на работу = 
генома. | 

Все названные факты и несоответствия постепенно создали | 
базу для пересмотра первоначальной формулировки теории 
дифференциальной активности генов и, в частности, для смяг- 
чения ее основного положения о полном отсутствии структур- 
ных изменений ДНК при дифференцировке клеток. 

В середине 70-х годов Удалось, в частности, показать, что 
в процессе дифференцировки иммунокомпетентных клеток при 
переключении синтеза иммуноглобулинов класса М на иммуУНно- 
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“зобулин класса ОР имеет место альтернативный сплайсинг: при 
Г. ы иктроном является не концевая часть молекулы, а > 
ссущий информацию о константном домене тяжелой цепи им- 
ччноглобулина класса М. В случае же переключения синтеза 
на иммуноглобулины других классов (С, Е, А) происходит пе- 
естройка с образованием петли ДНК и возникновением вре- 
хенной сшивки между геном, кодирующим константный участок 


А * + б г 
№14 | С / ых. -* 
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Рис. 103. Образование иРНК для тяжелых цепей иммуноглобулинов класса А 
при антигензависимой дифференцировке В-лимфоцитов. 

р — гены, кодирующие ты лее и ты в е ел ое роже изм 

линов иммунокомпетентного | Е — петля), со 

и менов тяжелых цепей имтволиобуаниов класса М, О и: О. в-— 
‚9 " коднрующий варнабельные и константные домены тяжелой 

иепи иммунпоглобулива класса А: Г, ДЬ— сплайсинг иРНК. \0.} — генные сегменты, 

кодмрующие варнабельные домены тяжелой цепи; ",- в. > гены, кодирующие коя- 

Нм стантные домены тяжелой цепи. 


в“ 


муноглобулина соответствующего класса и геном вариабель- 
мо участка тяжелой цепи. Участки ДНК, кодирующие имму- 
лобулины других классов, оказываются при этом располо- 
ными в петле и как бы выключенными из работы тенома 
\& с с. 103). Следовательно, в процессе антигензависимой диф- 
_ | "Ренцировки иммунокомпетентной клетки как бы формируется 
‘специфичный только для нее комплексный ген, с которого и 
„ ИТывается затем соответствующая иРНК для всей тяжелой 


| ‘мм ноглобулина уже нового класса. 
| механизм функционирует в ходе дифференци- 


ровки эритроцитов, последовательное включение в ОНТогена 


разных глобиновых генов осуществляется также с помощьн 
возникновения временных сшивок между несущими необходи, 
мую информацию участками ДНК и «выключения» генов, завел, 
шивших свою роль, путем образования петлевидных структур 
Итак, в данных случаях был обнаружен НОВЫЙ механизм Рабо- 
ты генетического аппарата, отражающий его относительную 
пластичность. | 

В цитологическом анализе ранних этапов дифференцировки 


метазоиных клеток, а также начальных этапов их малигнизации 
при нарушении дифференцировки обширную область составляли 
исследования поверхностного аппарата клеток. Характеристика 
рецепторов клеточной поверхности становилась обязательным 
условнем любого серьезного исследования процессов дифферен- 
цировки и в частной цитологии, и в биологии развития, и, на- 
конец, в таких науках, как иммуноморфология и онкология. По- 
вышенный интерес к организации рецепторной деятельности по. 
верхностного аппарата клеток был вполне закономерен, по- 
скольку рецепторный аппарат служит первичным источником 
информации, определяющим в конечном счете всю жизнедея- 
тельность клеток. С другой стороны, именно эта клеточная си- 
стема наиболее доступна для анализа различных проявлений. 
действия генов. 

Идея о наличии двусторонней связи между рецепторным и 
ядерным аппаратами клетки и определяющей роли этой взаимо- 
связи в процессах клеточной дифференцировки достаточно три- 
внальна и высказывалась уже в начале нынешнего века. Сге- 
цификой рассматриваемого этапа развития цитологии была воз- 
можность перейти к конкретному анализу структурно-биохими- 
ческой организации рецепторов и их функций. В таком плане 
были достигнуты определенные успехи; например, удалось вы“ 
делить и охарактеризовать ряд белковых рецепторов (иммуно- 
глобулиновые рецепторы В-лимфоцитов, рецепторы к инсулину 
и ацетилхолину и к некоторым другим гормонам и медиато- 
рам), проследить изменение гликопротеидов и иных мембран- 
ных компонентов при эритропоэзе, дифференцировке В- ин Т- 
лимфоцитов и в других процессах. Крупным успехом в каузаль- 
ном анализе рецепторной функции мембран явилось выяснение 
роли фибронектина и других белков клеточной адгезии при нор 


мальной и патологической дифференцировке культивируемых 
т уйЙго клеток. | 

Несмотря на различие объектов, методов и конкретных : 
дач, два рассмотренных направления исследований: молекуляр 
но-генетическии подход к изучению изменений ДНК и процес: 
сов транскрипции и цитологический анализ изменений струк 
турно-биохимической организации поверхностного аппарата при 
специализации клеток, постепенно приобретали целостный. 


имосвязанный характер. Это происходило из-за внедрения в. 
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знание исследователей мысли о наличии глубокое 

симости данных процессов, заключающейся › окои взаимозави- 
лении действия генов на организацию нс ры в прояв- 
но и В ТОМ, ЧТО изменения ант ние, аппарата, 
вать прогрессирующие изменения в геноме аппарата могут выз- 

Взаимодействие между эть п 

а каре с: ак ей этими клеточными системами осу 
ществляется через сложный рабочий аппарат цитопла: нее 
личные ядерные структуры. Естественно, что для. т 5 
анализа механизмов дифференцировки , | ры ретного 

ы исключительно важное 
значение имело изучение изменений, происходящих в процес: 
^ и ь ! ссе 
дифференцировки и в этих клеточных структурах. О 

ДлЯ руктурах. Оно было не- 

обходимо и для выяснения собственно меха т ; 
СЫг низмов двусторонней 
передачи налов между генетическим и рецепторным аппара- 
еток, и : 
тами кл ‚ И для анализа регуляторных систем, участвующих 
в передаче. 

Конкретный анализ промежуточных механизмов стал воз- 
можен на Е. достигнутых в изучении организации 
и взаимосвязи субсистем рабочего аппарата цитоплазмы и ядер- 
ных вспомогательных структур. Следует особо выделить рабо- 
ты, посвященные сложным процессам созревания продуктов 
транскрипции, приводящим к формированию зрелых форм ин- 
формационных РНК, и механизмам внутриклеточного транс- 
порта этих молекул. 

Не менее важным и крупным достижением являлось уста- 
новление характера взаимосвязи главных органоидов рабочего 
аппарата цитоплазмы. Это нашло отражение в основных положе- 
ниях теории потока дифференцирующихся мембран. Несмотря на 
то, что это обобщение в классическом виде просуществовало 
недолго, оно было чрезвычайно существенно для разработки 
проблемы дифференцировки, так как давало возможность наме- 
тить точки приложения регулирующих факторов в процессах 
сложной трансформации мембранных структур, примембранно- 
го цитозоля и внутренней, ограниченной мембранами фазы ци- 
топлазмы. в 

Большую роль в этом же плане играли успехи, Не: : 
в изучении организации катаболической лизосомной я 
ее сл ий с анаболическими система 

ожных взаимоотношен нцировки зна: 
клетки. Так, для разработки проблемы диффере р 
чительный интерес представляло исследование ре’. 


ункции лизосомной системы. 
Существенный прогресс отмеча 
Регуляторного действия на геном © стороны 
‘тероидных, так и пептидных. Удалось ао, гормонов 
Природу иитоплазматических рецепторов стероидных» с ДНК. 
= общем виде охарактеризовать Их 
Ыли также выявлены первичные изменения 
ток при спепифической активации рецептор, 
ЗПпарата. Была продемонстрирована важная Р 


лся и в анализе механизмов 
гормонов — как 
ь химическую 


АМФ и других вторичных мессенджеров в изменениях клетоц. 
ного метаболизма при активации рецепторов. = =: 

Успехи анализа проблемы дифференцировки иожно прода 
монстрировать на следующем др м еХ синтеза 
лизосомальной В-глюкуронидазы в клетках ЧОЗеЗНОРО ЭПизеНИЙ 
мышей. В конце 70-х годов было выяснено, что появление ука- 
занногс фермента в лизосомах отмечается на определенном эта- 
пе гистогенеза почки и обусловлено активациеи так называемо- 
го @и5-комплекса генов, расположенных в 5-й хромосоме (рис. 
104). Этот комплекс состоит из структурного гена (5) и трех 
регуляторных генов: г, 1, и. Регуляторный ген г активируется 
комплексом, образованным андрогеном — стероидным гормоном, 
попадающим в клетку извне, — со специальным белковым ре- 
нептором к этому гормону, который синтезируется клеткой на 
основе информационной РНК, считываемой со структурного ге- 
на Ит, расположенного в Х-хромосоме. Активация регулятор- 
ного гена г комплексом андрогена и рецепторного белка уве- 
личивает интенсивность транскрипции структурного гена Сиз- 
комплекса в 250 раз. Регуляторный ген { обеспечивает возмож- 
ность транскрипции структурного гена лишь на определенной 
стадии онтогенеза. Активируется он специфическими сигнала- 
ми от рецепторов к гормону роста, расположенных в плазма- 
тической мембране. Регуляторный ген и контролирует уровень 
фермента в тканях. 

Регуляция работы структурного гена @из-комплекса не огра- 
ничивается такими _многоэтапными взаимодействиями. При об- 
разовании дефинитивной тетрамерной молекулы фермента В- 
глюкуронидазы наблюдаются и сложные процессы посттрансля- 
ционной регуляции. В результате посттрансляционных измене- 
ний из единого фонда мономеров возникают две формы фермен- 
та (Г и Х), отличающиеся по составу углеводных компонентов 
и С-концевым аминокислотным последовательностям и играю- 
щие разную роль в жизнедеятельности клеток. Глюкуронидаза 
формы Г. включается в состав лизосом и может выводиться из 
клетки путем экзоцитоза. Вторая форма фермента (изоформа 
Х) в заметных количествах возникает лишь при условии акти- 
вации структурного гена Ех, расположенного в 8-й хромосоме. 
Информационная РНК, синтезированная на этом гене, трансли- 
руется на цитоплазматических рибосомах с образованием гид- 
рофобного белка эгазина. С его помошью изоформа Х вВ-глюку- 
ронидазы встраивается в мембрану ЭПС. 

К настоящему времени синтез В-глюкуронидазы стал мо- 
дельной системой для изучения генетического полиморфизма, 
гормональной индукции, процессинга лизосомальных гидролаз 
и механизмов внутриклеточной локализации ферментов. Инте- 
рес к этому белку обусловлен еще и его эволюционной консерва- 
тивностью — у человека и Е, со] существует значительная го- 


мология по последовательностям ДНК, кодирующим рглюку- | 


Рис. 104. Схема синтеза и созревания В-глюкуронидазы в клетке почечного 
- эпителия мыши (по: Каф, Моуег, 1980). 


Згфи — система структурного ($) и регуляторных ({ги) генов Сиз -комплекса, ответст- 

венных за синтез В-глюкуронидазы в хромосоме 5; Ит — структурный ген Х -хромосомы, 

кодирующий иРНК для синтеза цитоплазматических рецепторов к стероидному гор- 

мону; Ер — структурный ген хромосомы 8, кодирующий иРНК для синтеза гидрофоб- 

вого белка эгазина, 1 — белок-рецептор; 2 — стероидный 
ептора со стероидным гормоном; 4 — синт 


гормон; 3 — комплекс белка- 
ез белка-рецептора на полисомах: 5 — ре- 

Тор плазматической мембраны к гормону роста; 6 — иРНК и синтез на полисомах 
овномеро В-глюкуронидазы: 7 — мономерный белок; 8 — общий фонд мономе ов т. 
формования изоформ фермента В-глюкуронидазы; 9 -—- тетрамерная изоформа 1; 
форм РОвание лизосом и выведение фермента путем 
Куда ; 12 — иРНК и синтез 

гази 


экзоцитоза; 1/ — тетрамерная изо- 
на полисомах гидрофобного белка эгазина: о 
Ча; 14 — образование комплекса эгазина с глюкуронидазой Х и включе 
его в мембраны гладкой ЭПС. 


ронидазу. Сейчас это один из наиболее изученных белков Мле. 
копитающих. Этот фермент участвует в деградации глюкозами. 
ногликанов. Высокая активность В-глюкуронидазы (как ид : 
‘их лизосомальных ферментов) характерна для макрофагов, 
печени, селезенки, почек. Экспрессия Сиз-комплекса тканесле. 
цифична. Гены глюкуронидазы человека расположены в хромо- 
соме 7, В участке, гомологичном мышиной хромосоме 5. Клони- 
рована ДНК В-глюкуронидазы человека, мыши и крысы, Мы. 
шиный ген (14 килобаз) содержит 12 экзонов и 11 интронов, 
Активная форма фермента — тетрамер из четырех идентичных 
субъединиц: мономеры лизосомальной и эндоплазматической 
Формы отличаются друг от друга (результат посттрансляцион- 
ного процессинга). Каждый «эндоплазматический» тетрамер в- 
глюкуронидазы может связывать от одной до четырех молекул 
эгазина; эти комплексы (М1—М4) находятся в просвете ЭПС 
или непрочно связаны с внутренней стороной мембраны. Лизо- 
сомальный фермент существует в двух формах — Га и 1. Та- 
ким образом, имеется всего семь изоформ В-глюкуронидазы — . 
свободная Х, четыре возможных комплекса Х’с эгазином 
(М1-—М4) и две лизосомальные формы Га и Г. Молекулярная 
масса Х-субъединицы — 75 Ла Чай 16—73 а 71 кДа, соот- 
ветственно. В-глюкуронидаза синтезируется как 75 кДа-предше- 
ственник (Х-форма). Комплекс Х-формы с эгазином, трансло- 
цируясь в лизосому, подвергается протеолитическому процес- 
сингу с образованием 1. Если в лизосому попадает Х-форма 
без эгазина, то в результате процессинга образуется Т.а. Эгазин 
молифинирует процессинг, сдвигая точку расщепления молеку- 
лы. Для этой системы известны генные мутации, затрагивающие 
практически каждое звено. 

Несмотря на неполноту имеющихся данных, рассмотренный 
пример интересен в нескольких отношениях. С одной стороны, 
он демонстрирует сложность работы генетического аппарата 
эукариотной клетки. Активация синтеза одного фермента не 
просто связана с активацией одного структурного гена, а обус- 
`ловливается сложным взаимодействием целой системы регуля- 
торных генов той же хромосомы и еще по крайней мере двух. 

тем генов, расположенных в других хромосомах. Второй _ 
этой системы является определяющая роль ре 

ого аппарата в активации работы генов. — 
системе отчетливо выражены сущ Е 
сходящие уже на посттрансляционном уран г 
ости, к возникновению двух етой у 
личающихся и по оноло | д: 

туре. Таким образом, Орг 
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ния рабочего аппарата клеток (особенно их цитоскелета и мем- 
анных органоидов); значительно расширились и углубились 
„внительные цитологические и молекулярно-генетические ис- 
следования. На их основе были высказаны интересные новые 
волюционные обобщения. 
Как уже отмечалось выше (см. гл. 4), в истекшее десяти- 
летие наиболее характерными направлениями в анализе ядер- 
ного аппарата были следующие: углубленное изучение органн- 
зации и функции генов; изучение организации вспомогательных 
ядерных структур (ядерного матрикса}); попытка интегратив- 
ного подхода к анализу экспрессии генов и их регуляции и, на- 
конен, попытки дать эволюционную трактовку новым фактам 
по организации генома. 
За истекшее десятилетие сильно углубились наши представ- 
ления © функциональной и структурной лабильности генома. 
Структурная лабильность подтверждается наличием, во-первых, 
упомянутых выше мобильных диспергированных элементов н, 
во-вторых, — закономерных структурных перестроек ДНК в про- 
цессе клеточной дифференцировки. Наиболее характерным и 
хорошо изученным примером таких перестроек ДНК является 
формирование генов, кодирующих вариабельные домены тяже- 
лых цепей иммуноглобулинов. В геноме каждого клона диффе- 
ренцирующихся В-лимфоцитов имеет место существенная струк- 
турная перестройка (реаранжировка) генов, кодирующих иРНК 
белковых цепей иммуноглобулинов (рис. 103). При этом имеет 
место в каждом случае специфическая утрата определенных 
участков ДНК и образование для вариабельных доменов тяже- 
лых цегей иммуноглобулинов каждого клона гена из трех аль` 
тернативных вариантов (\, О, 7), специфического только для 
этого клона. У птиц аналогичный результат при формировании 
генов для вариабельных доменов легких цепей иммуноглобули- 
нов достигается при помощи так называемон конверсии, т. е. 
образования специфического для каждого клона гена путем 
объединения единственного функционирующего гена для вари- 
абельного домена с произвольно выбранным участком одного из 
0 имеющихся в геноме псевдогенов. [10о-видимому, такого рода 
структурные перестройки имеют широкое распространение. ПШо- 
мимо приведенных примеров подобные явления наблюдаются у 
дрожжей при формировании генов, определяющих типы их спа- 
Ривания Нечто аналогичное происходит, по-видимому, при диф- 
о иировке у некоторых лишайников и при формировании 
ерхностных рецепторов у трипаносомид. Столь широкии круг 
ое, процессы дифференцировки которых определяются не 
о изменением регуляции работы генома, но и его структУР` 
|] ранен еРестройками, свидетельствует о значительном распрост” 

и этого механизма. 

тенома ма существенные коррективы в пони 

принципов его эволюционной динам 


мании организации 
ики внесли иссле 
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дования истекшего десятилет1 ия, посвященные лабильны 
гающим» генам. 
По у . | < м — Фы — 
ты миению многих молекулярных генетиков, мобильные 
менты имеют большое значение и в организации и 


генома, Наличие в составе транспозонов обычн! 
числе 


М «пры. | 


Эле. 1 

В Эволюции. 

ь . + ве 9.4 генов, В ТОМ 
регуляторных, может оказывать существенное ВЛИЯн! 
на эксипрессию генов, возможны изменения и адаптивного Ей 
рактера. Разнообразные механизмы транспозиции (Перемет 
ция генов) могут служить мощным источником дупликации ь. 
Нов, по-видимому, широко используемой в эволюционной Дина. 
ке ‘снетических систем эукариотных клеток. Возможно, что 
акая дупликация являетс ачалье ЭТ: ТОР 
ар ляется начальным этапом их дивергентной 
Однако в повседневной жизнедеятельности эукариотных кле- 
гок, в процессах их дифференцировки и эволюции, преобладяа- 
ют изменения регуляции экспрессии генов, не связанные обычно 
с их структурной перестройкой. 

Исследование процессов регуляции шло в основном в ДВУХ 
направлениях — характеристика белков-регуляторов, обеспечи- 
вающих непосредственное включение и выключение конкретных 
генов, и анализ организации и механизмов действия особых 
регуляторных последовательностей — усилителей (энхансеров) 
или «глушителей» (сайленсеров) транскрипции. 

Еще одним новым интенсивно развивающимся молекулярно- 
генетическим направлением, имеющим непосредственное отно- 
шение к проблемам дифференцировки, является открытие осо- 
бых генов (гомеодоменные гены), кодирующих белки, обеспе: 
чивающих регуляторные функции в морфогенезе. Они определя- 
ют последовательность включения генов в развитии. Эти белки 
весьма консервативны и обладают большой степенью гомоло- 
гии у амфибий, человека и дрозофилы. 

Примером успехов в выяснении значения и механизмов дей- 
ствия регуляторных генов в процессах дифференцировки могут. 
служить данные по искусственному превращению культивируе- 
мых ш УИго эмбриональных фибробластов в миобласты путем. 
введения в их геном работающего гена миобласта с активным 
промотором и энхансером. Часть фибробластов, включающих В 
геном этот ген, превратились в типичные миобласты и стали 00- 
разовывать мышечные волокна — симпласты. Иными словами, 

действие синтезируемых новых регуляторных белков вызвало 
о активацию большого количества структурных генов, специфич“ 
ных для мышечных клеток и обычно стойко заблокированных В. 
фибробластах. И 

Отмеченные выше достижения молекулярно-генетических И е 
следований ядерных геномов эукариотных клеток коррелиру ый 

_ углублением наших знаний и в отношении ВСПОмОраВ ”. 
о ядерных структур. В настоящее время сложилось убеждении 
_ существовании ядерного матрикса, хотя вопрос оего конкре"" 
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организации вызывает еще большие 
достаточно четко установлено оз фам 
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Рис. 105. Способ прикрепления а ядерному матриксу (по: Георгиев, 
1989). 


1 — прикрепление к ядерной ламине через сателлитную ДНК; 2—5 — прикрепление пе- 

тель ДНК (2 -— неактивной, 3 — реплицирующенся, = содержащей потенцнально актив- 

ный ген, 5 — содержащей работающий ген) через ой2и?ы (светлые кружки), реплика- 

тивные вилки (светлые ромбы), 5’-область (черные кружкн) и дополнительные сайты 
(черные ромбы) по длине гена. 


Интеграцию структур ядерного аппарата иллюстрируют ис- 
следования последнего десятилетия, посвященные информацн- 
онной РНК. В многочисленных работах показано, что транспорт 
ее в питоплазму представляет собой закономерно организован- 
ный структурированный процесс, в котором принимают участие 
ядерный матрикс, оболочка ядра с его поровыми комплексами 
и связанные с ней компоненты цитоскелета цитоплазмы. Про- 
_цесс этот распадается на три этапа: движение по ядерному 
матриксу, транслокация через поровые комплексы и движение 
по нитоплазматическим промежуточным филаментам. На пер- 
вом этапе транспорт коррелирует с созреванием гетерогенной 
РНК. Вероятно, какую-то роль в этом могут играть изменения 
в актиновых структурах. Достоверно показано, что сплайсинг 
и преобразования на концах молекулы РНК протекают в тес- 
Ной структурной связи самой молекулы и одевающих ее белков 
с матриксом. Последний обусловливает при этом направленное 
перемещение формирующихся информационных РНК к поровым 
комплексам. Как указывалось выше, транслокация через них 
чкже представляет собой структурированный процесс. 

‚В работах истекшего десятилетия удалось установить, что 


19 Заказ № ло 289 


г контроль за транспортом иРНК из ядра в цитоплазму и, следо- 
вательно, регуляция экспрессии генов на этом уровне осущест. 
вляется именно в ходе транслокации иРНК через поровые комп. 
лексы (рис. 106). Именно здесь находятся точки приложения 
действия гормонов, канцерогенов и других активных факторов, 
регулирующих это важнейшее звено ядерно-плазменных взаимо- 


отношений. 


Последний этап транспорта иРНК и его регуляция изучен 
хуже. Голько в последнее время удалось установить, что в его 


Рис. 106. Прохождение РНП-час- 


тицы через ядерную пору (по: А]- 
Бег{5 е.а., 1989). 


1 — ядерная оболочка, 2 — кариоплаз- 
ма, 3— цитоплазма, 4 — РНП-части- 
ца, 5 — ядерная пора, 6 — информофе- 
ры, 7 — полиА-конец предшественника 
иРНК, 8— белки информосомы, 9— 
рибосома, 10 — иРНК. 


реализации существенная роль 
принадлежит промежуточным 
филаментам, С-концы кото- 
рых концентрируются в’ обла- 
сти поровых комплексов. Они 
создают хорошую основу для 
интеграции ядерного и цито- 
плазматического цитоскеле- 
тов. Здесь же имеет место и 
объединение иРНК с рибосо- 
мами, сосредоточены факторы, 
регулирующие трансляцию и 
длительность жизни иРНК. 

Для дальнейшей разработ- 
ки этой проблемы необходимы 
более детальные сведения о 
химической организации поро- 
вых комплексов и ядерного 
матрикса, а также структур- 
ной и функциональной их вза- 
имосвязи и связи с элемента- 
ми цитоскелета. Как указыва- 
лось выше, именно в этом пла- 
не намечается тенденция К 
интегративному подходу в ана- 
лизе организации эукариот- 
ных клеток. 


Такой интегративный подход особенно ярко проявляется в 
стремлении объединить молекулярно-биологические исследова- 
ния решепторного аппарата клеток и молекулярно-генетические 
работы по организации и эволюции генов. 

Такого рода работы особенно удобно проводить на разви- 
вающихся зародышах, когда имеет место взаимодействие кле- 
ток различных зачатков и взаимодействие клеток и формируе- 
мых ими межклеточных структур. В результате всего этого про- 
исходит экспрессия тканеспецифических генов и, наоборот, стон- 


кое блокирование генов, кодирующих белки, нехарактерные для 
данного типа дифференцировки. Как указывалось выше, важное 
значение в межклеточных взаимодействиях имеют следующие 


тои категории клеточных рецепторов и связанных с ними 8е- 
места —^ режепторы клеточной адгезии (определяющие как свя- 
‚ между клетками, так и адгезию к субстрату), специфические 
выделяемые клеткой субстраты типа фибронектина и, наконец, 
„олекулы, участвующие в образовании межклеточных контак- 
тов. В настоящее время удалось выявить, идентифицировать и 
дать характеристику молекулярной структуры белков и коди- 
рующих их генов для нескольких рецепторов клеточной адге- 
ии (1-САМ, М-САМ, А-САМ, М-кадхерин и другие). Удалось 
`акже показать их неравномерное распределение на поверхно- 
° сти клеток различных зачатков в эмбрионе позвоночных. Ре 
’ церторы, гомологичные рецепторам клеток зародышей позво- 
ночных, обнаружены и у клеток эмбрионов дрозофилы, что сви- 
детельствует о существенном значении этих структур в процес- 
сах эмбрионального развития и в становлении детерминации и 
лифференцировки клеток. С другой стороны, широкое распро- 
странение родственных рецепторных белков говорит о большой 
«лревности» их происхождения в эволюции многоклеточных жи- 
вотных. В специальных экспериментах с двумя белками-рецеп- 
торами на куриных зародышах (№-САМ и Г-САМ) Д. Эдельма- 
ну удалось показать их прямое участие в регуляции экспрессии 
генов, обеспечивающих процесс кератинизации в эпителиальных 
клетках при развитии перьев. На основании этих и многочис- 
ленных других экспериментальных данных, полученных на клет- 
ках различных зачатков, была сформулирована так ‘называемая 
морфорегуляторная гипотеза. По этой гипотезе рецепторы кле 
точной адгезии и рецепторы к выделяемым клетками специфи- 
ческим субстратам имеют существенное регуляторное значение 
как структуры, обеспечивающие необходимой информацией 
клетка моогоклезанных эоавотных на определенных этапах раз- 
вития. Эта информация определяет поведение клеток и, что са- 
мое главное, обеспечивает экспрессию в них тканеспецифиче- 
ских генов. 

Особенно интересным и неожиданным оказалось то обстоя- 
тельство, что многие рецепторы клеточной адгезии имеют до- 
мснную структуру и обнаруживают отчетливую гомологию © 
белками надсемейства иммуноглобулинов. 

Наличие такой глубокой гомологии, проявляющейся и в ами- 
вокислотной последовательности и во вторичной структуре до- 


р менов, создает предпосылки для формулировки интересной ги- 
тезы о происхождении всего надсемейства иммуноглобули- 
= "ы В него помимо общепринятой классификации включены 
о ны. гены, кодирующие рецепторы клеточной адгезии, фибронек- 
07 ‚ ренепторы гормонов, дифференцировочные антигены и бел- 
о № пецепторы к миелину. Основанием для такого расширения 
дя А жат Налсемейства генов помимо указанных выше фактов слу- 
ое у И сравнительные данные по наличию аналогичных белков 
я’ № ®комых при отсутствии у них системы иммунитета. В поль- 
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зу этого свидетельствуют также и новые представ 
люции генов (широкое распространение дупликации генов ВОЗ 
можности их перемещения в геноме, а также комбинации а 
интронных перестроек и адаптивной дивергенции родствен к 
многократно дуплицированных генов). 

Автор этой концепции исходит из идеи о первичности древ. 
них генов, кодирующих белки-рецепторы межклеточной адгезии 
у первичных многоклеточных животных, и более позднем появ. 
лении на их основе как универсальных для всех многоклеточ. 
ных белков-рецепторов (современные белки межклеточной а; 
зии, дифференцировочные антигены, рецепторы к гормонам). 
так и специфичных только для позвоночных животных (рецегп- 
торы антигенов, иммуноглобулины). 

Важным положением этой эволюционной конценции явля- 
ется представление о том, что в эволюции генов, приводящей к 
возникновению таких мощных надсемейств, сочетаются процес- 
сы дивергенции и параллельной направленной эволюции. 

Параллельное развитие и сохранение глубокого сходства в 
гомологичных надсемействах генов, а также независимое воз- 
никновение новых сходных признаков, обусловливаются тем 
обстоятельством, что становится возможной их коэволюция. Бо- 
лее того, семейство может становиться ловушкой для мутаций, 
благодаря чему полезные мутации могут распространяться сре- 
ди членов семейства, и в совокупности с давлением отбора эво- 
люция приобретает закономерный направленный характер. 

Эти идеи об особенностях эволюционной динамики родствен- 
ных семейств и надсемейств генов, высказанные Д. Эдельма- 
ном и Л. Гэлли еще в конце 60-х годов, в настоящее время в 
свете новых данных разделяются многими молекулярными гс 
нетиками и, по-видимому, справедливы не только для надсе- 
мейства иммуноглобулиновых генов или точнее надсеменства 
генов межклеточных взаимодействий, но и для генов други“ 
семейств и надсемейств. Исследование конкретной эволюцион” 
ной динамики отдельных генных семейств представляет в а 
стоящее время одно т интенсивно развивающихся новых Н“ 

й клеточной биологии. 
рае углубленные исследования таких т 
насосов, как К, Ма-АТФаза, показали, что они ет -5 
теноме ие одним (уникальным) структурным геном, а це. с а 
ьмейством отличающихся друг от друга генов когда-то див 
ровавших, но сохранивших общие принципы работы. бе, 

Эти принципиально новые данные в отношении ь *- сви 
емых уникальных структурных генов наносят акне 
по кониепции универсализации и в особенности Зы ть отриц 

б универсальных блоках. Как известно, эта кони пр А ЕЯ 
4 ожность существенных вариантов организации стру 4 
ет Водекулярном и надмолекулярном уровнях н ан ед 

} ` 2 / ‘ 
внания на этих Уровнях к комбинаторике типичны 
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По нашему мнению, в свете приведенных выше данных более 
справедливым будет допущение наличия дивергентной эволю- 
ции, хотя и ограниченной достаточно жесткими рамками общих 
функциональных задач, предъявляемых к конкретным струк- 
турам. 

Во всяком случае, представления о широком распростране- 
нии И закономерном характере эволюционной динамики генных 
семейств и надсемейств лучше коррелируют с приведенным в 
книге сравнительно-цитологическим материалом, свидетельству- 
ющим с широком распространении явлений параллелизма в ор- 
ганизации клеточных систем. Эволюционная динамика проявля- 
ется не в комбинаторике тождественных блоков, а з сходных 
вариантах их организации, специфичных для каждого исследо- 
ванного объекта. 

С этой точки зрения специального внимания заслуживают 
широкие сравнительные молекулярно-генетические исследова- 
ния организации геномов у митохондрий и хлоропластов в со- 
поставлении с вариантами организации геномов про- и эукари- 
от. Как отмечалось выше, эти работы уже дали и несомненно. 
еще дадут много фактов для анализа общих принципов ор- 
ганизации и эволюции генетических систем клеток. Независимо: 
от происхождения этих органоидов, на их примере мы имеем 
уникальный длительный «эксперимент» природы с своеобраз- 
ными полуавтономными геномами, проявляющими в этом экс- 
перименте ряд потенций, не обнаруженных пока ни у про-, ни 
у эукариотных геномов. 

Вообще тенденцию к расширению круга объектов и обилие 
работ по сравнительному анализу организации клеток с при- 
влечением самых современных методов исследования следует 
считать одной из наиболее прогрессивных тенденций в науке о 
клетке. 

В понимании единства клеточной организации существенное 
значение имеют не только кратко разобранные выше иселедо- 
вания двусторонних взаимодействий между рецепторными си- 
стемами поверхностного аппарата и геномом клеток, но и ис- 
следования роли в этих взаимодействиях рабочего аппарата 
клетки — ее цитоплазмы, цитоскелета и мембранных органои- 
Дов. 

В этом плане в истекшее десятилетие существенно углуби- 
Пись наши представления о системах вторичных мессенджеров, 
которые обеспечивают передачу сигналов как в пределах по- 
в рхностного аппарата и мембранных систем цитоплазмы, так и 

\а генетический аппарат клеток. 

ь еобходимо, однако, отметить, что если первые этапы струк- 

Урной организации этих процессов начинают уже конкретизи 

пока ТЬСЯ, то промежуточные и конечные этапы исследованы 

лабо. 
Ще хуже обстоят дела с анализом влияния катаболического 
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р сом на генетический аппарат клеток. Наметивше- 

аппарата лизо м десятилетии интересное направление в ‹«ли- 
к а чило большого развития В 80-е годы. Зна- 
ее А ео в плане интегративного подхода 


цепторами ар в открытию нового органоида кле 
= аи НУЮ аспределительную и сорти- 
ток, отвечающего за регуляторную р и Ро 
свочную функцию. Эти органоиды — реце Е ОА 
ыы — обеспечивают также и рециклику рецепторов. нате ве 

Существенные изменения произошли в истекшее ара Ана + 
и в нашем понимании взаимодеиствия мембранных структур 
клеток. На смену казавшейся весьма привлекательной в (0-х Го- 
дах теории потока дифференцирующихся мембран пр ие пред 
ставления о специфике мембранных органоидов и широком рас- 
пространении транспортных рециклирующих систем, обеспечива- 
ющих связь этих органоидов друг с другом и с плазматической 
мембраной. 

Определенные успехи достигнуты в анализе ответа клеток на 
внешние воздействия. Такие исследования способствуют выяв- 
лению «нормы реакции» клеток, раскрывая их потенции, что в 
свою очередь позволяет лучше понять, как обеспечивается 
Функциснирование тех или иных клеточных систем и клетки в 
пелом в нормальных условиях. 

Большой и важной областью подобных исследований явля- 
ется изучение адаптаций биологических систем к изменениям 
факторов среды. Эта проблема охватывает чрезвычайно широ- 
кий круг вопросов, имеющих самостоятельное значение, и при- 
обретает в наше время особую актуальность в связи с обост- 
рением экологической ситуации. Однако, обсуждая здесь эти 
вопросы, мы остановимся в основном на тех аспектах пробле- 
мы адаптации, которые имеют непосредственное отношение к 
клеточному уровню организации. 


Одно из самых удачных определений понятия «адаптация», 
принадлежащее Г. В. Шкорбатову, гласит: «Адаптация (приспо- 
собление) — это совокупность реакций биологической системы, 
поддерживающих ее функциональную устойчивость при изме- 


нении условий окружающей среды». Феномен адаптации тесно 
связан с таким свойством би 


ологических систем, как надеж- 
ность. Надежность биосистем обеспечивается разными спосо- 
бами — это и безотказное функционирование отдельных компо- 
нентов системы, и их дублирование, существование альтерна- 
тивных механизмов, обеспечивающих выполнение данной функ | 
ции, и др. 


Дублирование компонентов системы и наличие альтернатив- 


ных путей, которые обусловливают надежность ее работы, от- 
четливо выявляются в органи 


зации цитоскелета. Как мы уже 
видели, существует очень большое количество регуляторных 
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белков, обеспечивающих функционирование системы актиновых 
микрофиламентов, причем многие из них, имея общие свойства, 
выполняют одни и те же функции. Найдены мутанты, которые 
могут обходиться без любого из компонентов микрофибрилляр- 
нсго аппарата — его функции, по-видимому, берут на себя дру- 
гие звенья системы. Те же закономерности прослеживаются ив 
организации микротрубочек, промежуточных филаментов и ци- 
тоскелета в целом. Примером лабильности этой системы и на- 
дежности ее организации может служить, во-первых, огсутствие 
всех трех компонентов нормального цитоскелета в сперматозо- 
идах нематод и других близких видов (функционирование этих 
клеток обеспечивается за счет системы так называемых тонких 
филаментов) и, во-вторых, отсутствие актиновых микрофила- 
ментов у трипаносом, в геноме которых имеются актиновые ге- 
ны, но в результате точечной мутации (замены всего одной ами- 
нокислоты) молекулы оказываются лишенными способности к 
полимеризации и, следовательно, в этих клетках невозможна 
сборка актиновых микрофиламентов. Тем не менее, трипаносомы 
прекрасно существуют за счет мощно развитой системы микро- 
трубочек. 

Надежность биологических систем должна обеспечиваться 
на самых разных уровнях организации — от молекулярного до 
организменного. Так, например, повреждения молекулы ДНК 
могут вызвать серьезные нарушения жизнедеятельности и даже 
гибель клетки. В связи с этим большое значение в обеспечении 
надежности приобретают системы репарации ДНК. Их известно 
несколько. Многие клетки обладают способностью к синтезу 
ферментов репарации ДНК в ответ на повреждение ДНК. Так, 
у Е. сой любое нарушение репликации ДНК, вызванное по- 
вреждением, является сигналом, индуцирующим гранскриппию 
более 15 различных генов, многие из которых кодируют белки, 
участвующие в репарации ДНК (так называемый 5О5-ответ). 
В первую очередь активируется ген, контролирующий синтез 
белка ЮесА. Этот белок был идентифицирован еще в 1965 году 
как необходимый для конъюгации хромосом. Он представляет 
собой ДНК-зависимую АТФазу (молекулярной массой 38 кДа) 
и играет роль в генетической рекомбинации, способствуя обме- 
ну участками между соседними хромосомами. При поврежде- 
нии ДНК Вес А разрушает белок-репрессор, который в норме 
подавляет транскрипцию всей совокупности генов 5ОЗ-ответа. 
Данные по мутантным бактериям, лишенным различных ком- 
понентов <Об-ответа, указывают, что новосинтезированные бел- 
ки могут действовать двумя путями. Первый — индукция син- 
теза новых ферментов репарации ДНК, что, как и ожидалось, й 
способствует выживанию клеток. (Если мутантов по этим бел- 

кам подвергнуть ультрафиолетовому облучению, которое, ках 
Известно, повреждает ДНК, то гибнет большинство бактерий.) 
°— Торой путь — увеличивая количество ошибок при копировании 
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моследовательностей ДНК, некоторые из индуцированных бел. 
ков повышают скорость мутации и, соответственно, генетиче. 
скую вариабельность популяции. Этот путь не имеет отношения 
к кратковременному повышению выживаемости, но он может 
быть выгодным потому, что увеличивает шансы появления му- 
тантных клеток с повышенной устойчивостью к действию 


агента. 

Надежность организации биологических систем проявляется 
не только на молекулярном уровне. Так, у многоклеточных ор- 
ганизмов надежность функционирования обновляющихся и рас- 
тущих тканей осуществляется за счет определенного резерва 
покоящихся клеток, вышедших из митотического цикла и менее 
подверженных различным воздействиям, чем активно делящиеся 
клетки. Кроме того, клетки, находящиеся в разных фазах кле- 
точного цикла, различаются устойчивостью к повреждению. 
К этой же категории механизмов обеспечения надежности от- 
носится существование в таких системах, как печень и мезоте- 
лий, большого количества двуядерных клеток. В случае повреж- 
дения и необходимости быстро восполнить клеточный фонд тка- 
ни вначале происходит цитотомия двуядерных клеток, затем в 
фазу С, вступают клетки, находящиеся в периоде покоя Со, а 
потом уже идет обычный митотический цикл. То есть в этом 
случае гарантией надежности системы на уровне ткани являет- 
ся асинхронность клеточных популяций и особая организация 
клеточного цикла. 

Еще одним механизмом обеспечения устойчивости клеточной 
популяции к действию внешних агентов может быть генетиче- 
ская неидентичность клеток. Так, например, при селекции кле- 
ток на устойчивость к яду метатрексату было получено несколь- 
ко линий клеток, во много раз (до нескольких тысяч) более 
устойчивых К действию яда, чем исходный клон. Оказалось, что 

высокая резистентность связана с амплификацией (209-кратной) 
гена дигидрофолатредуктазы (ДГФР). Исследование клонов 
зной степени устойчивости и закономерностей их роста на 
среде с метатрексатом показало, что исходная популяция кле- 
ток гетерогенна по количеству генов ДГФР на гаплоидный ге- 
ном. В норме селективным преимуществом обладают клетки © 
‘зким содержанием генов ДГФР, скорость деления которых 
ее На среде с метатрексатом положение меняется. В дан- 
ее цае мы сталкиваемся с феноменом возрастания надеж- 
м еточной популяции путем повышения ее гетерогенностн. 
во: = измы резистентности клеток к действию ялоз были 
мА" зучены при исследовании широко известного В меди- 
ения — устойчивости к поливалентной химиотералин 
цине ЯВ остаточно давно было установлено, что практиче- 
при рак ` каждого класса противораковых уегаратов. Бы 
ски ДЛ ментально получить опухоли, устойчивые к лекарство 


" парат данного типа. Природа устойчивости такова: 
пре 


любой клеточной популяции появляются мутантные клетки 
Пе аввые к данному лекарственному препарату. Обнаружива: 
смая при раннеи диагностике опухоль уже содержит сотни мил- 
‘ионов КЛеток и некоторые из них с большой степенью веро- 


у 


атности окажутся устойчивыми к лекарствам. Лечение такой 
опухоли каким-то одним препаратом приведет к гибели всех 
НН С 9 устойчивые будут размножаться и в 
результате возникнет другая опухоль. Попытка лечить опухоли 
сразу несколькими препаратами, т. е. поливалентная терапия, 
в ряде случаев успеха не имела. При исследовании этого фено- 
мена и было обнаружено существование клеток, обладающих 
множественной устойчивостью к химиотерапии. 

Еще в ранних работах по химиотерапии опухолей у мыши 
выяснилось, что повышение устойчивости к одному лекарствен- 
ному препарату может сопровождаться одновременным повыше- 
нием устойчивости к ряду других, причем часто совершенно не- 
родственных. Независимо проведенные генетические работы по- 
казали, что множественная лекарственная устойчивость возни- 
кает в результате мутации всего одного гена. Это и объясняет 
неудачи поливалентной химиотерапии — единичная мутация вы- 
зывает устойчивость к спектру неродственных лекарств. В даль- 
нейших экспериментах выяснилось, что клетки, устойчивые к 
данному препарату, обладают способностью освобождаться от 
него, т. е. быстро выводить его из клетки. В плазматической 
мсмбране таких клеток присутствует активно действующий на- 
сос, выводящий из клетки проникшее в нее лекарственное ве- 
шество. Такое же явление имело место в клетках, устойчивых к 
метатрексату. Активная природа насоса была доказана в опы- 
тах по ингибированию энергетики цианидами — при этом устой- 
чивая клетка начинала вести себя как чувствительная. Если 
цианид отмыть, То клетка восстанавливает способность «выбра- 
сывать» лекарственное вещество. Затем из мембран устойчивых 

‚клеток был выделен специфический гликопротеин молекуляр- 
ной массой около 170 кДа. Его назвали гликопротеин Р -—- ОТ 
рентеаБ Ну — проницаемость. Присутствие этого гликопротеина 
было доказано с помошью моноклональных антител для клеточ- 
ых линий млекопитающих разных видов. Во всех устойчивых 
клетках содержание гликопротенна Р вит = 
пенью устойчивости К лекарственным препаратам. ] езаАВ 
молекулярной гибридизации удалось показать, что содержа ы: 
гликопротеина Р в клетках с множественной лекарственной У 
тойчивсстью связано © амплификациеи соответствующего гена. 
3 таких клетках может быть до 60 копий гена гликопротемна 
р. Наконец, прямое доказательство связи Гликопрове = 
феноменом лекарственной устойчивости было получено сл = 
Им образом: из МЫШИНЫХ клеток, устойчивых К лек и — 
выдели НК. содержащий последовательность, ^^” 
р ли фрагмент ДНК, р яна 3 
Мруюшую гликопротеин Р, и ввели его в клетку хо: — 


ствительную к лекарствам. Потомки ЭТОЙ клетки выращивались 
на среде с лекарствами и оказались устоичивыми к ним. В 
ДНК этих клеток оказалось множество копий мышиного гена 
гликопротеина Р. Приобретенная устойчивость зависела от экс. 
прессии этого гена; содержащие его клетки имели высокую пе- 
рекрестную устойчивость. | 
В последующих экспериментах определили аминокислотную 
последовательность гликопротеина Р путем секвенирования 
ДНК. Оказалось, что это молекула, у которой обе половины 
аминокислотной цепи очень похожи друг на друга. По-видимо- 
му, предковый ген этого белка когда-то претерпел дупликацию 
и возник тандемный повтор. В белковой цепи имеется двенад- 
цать последовательностей гидрофобных аминокислот; молекула 
гликопротеина Р может 12 раз пронизывать мембрану (рис. 107). 
Как указывалось выше, такая конфигурация характерна для 
мембранных белков, участвующих в транспортных процессах. 
По-видимому 12 трансмембранных участков гликопротеина Р 
образуют пору в мембране; М-концевая надмембранная часть 
молекулы экранирована углеводными остатками. В цитоплазму | 
выступают два больших гомологичных гидрофильных С-конце- | 
вых домена, содержащих участки связывания АТФ. Это соот- | 
ветствует данным о энергозависимости процесса выведения из | 
клетки лекарственных препаратов. | 

Интересно отметить, что в норме у человека и высших мле- 
копитающих гликопротеин Р обнаруживается в мембранах апи- 
кальных частей эпителиальных клеток почек, надпочечников, 
печени и некоторых отделов желудочно-кишечного тракта. Все 
эти ткани участвуют в транспорте веществ, а некоторые—в про- 
цессах детоксикации. В таких тканях часто возникают опухоли 
с врожленной устойчивостью к лекарствам — возможно, что 
происхсдящее в норме образование в этих тканях гликопроте- 
ина Р сохраняется и в зарождающихся раковых клетках. По- 
видимому, в норме гликопротеин Р так или иначе участвует в | 
процессах трансмембранного транспорта. | | 

Подобные системы резистентности своиственны пе только 
клеткам млекопитающих. У бактерий, например, существуют 
высокоспециализированные механизмы, обеспечивающие устой- 
чивость клеток к вредным воздействиям. Так в плазматической 
мембране бактериальных клеток присутствуют АТФазы, отве- 
чающие за выведение из клетки ионов тяжелых металлов, ока` 
зываюших токсическое действие, 

Существует значительная гомология между бактериальными 
АТФазами и гликопротеином Р. Гомологичные районы поли? 
пептидов занимают до 250 аминокислот; в некоторых случаях 
обнаруживаются до 30% идентичных аминокислотных остат- 
ков. Имеется также сходство структурной организации АТФаз, 
обеспечивающих удаление вредных веществ и гликогротениа р. 
Некоторые бактериальные АТФазы также имеют 12 трансмем 
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Рис. 107. Структура гликопротеина Р. 


4 — мембрана; 2— углеводные остатки; 3 — а-спиральные 
ский ломен с АТФ-связывающими участками (5). 


участки, 4 — цитоплазматиче- 


Широкая гомология выявляется при сопоставлении гликопро- 
теина Р с транспортными белками ряда организмов; наиболее 
консервативным у этих белков оказывается цитоплазматическии 
АТФ-связывающий домен. 

Отбор генотипов, устойчивых к данному воздействию, лежит 
в основе так называемых генетических адаптаций. Они проис- 
ходят за счет естественного отбора форм с генотипом, способст- 
ВУюшим выживанию особи в новых условиях, тогда как осталь- 
ные представители данной популяции гибнут. Ведь 0с00и гене- 
тически разнородны, и устойчивость их к разным факторам > 
ЛЫ определяется генотипически, Так, например, у шести видо 
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дрозофилы обнаружена разная чувствительность к я-аману 
ну — грибному яду, причем чувствительными оказались ыы. 
редко развивающиеся на грибах, а виды-микофаги не еагив 
вали на яд в той же концентрации, добавленный к питательнох 
среде. Путем селекции удалось даже из чувствительного т 
выделить нечувствительную к @-аманитину линию, у кото .. 
оказалась изменена РНК-полимераза И. Австралийские м ь 
никовые крысы способны переносить дозы ядов в 20 раз м 
тие, чем другие животные. Оказалось, что в тех районах где 
они обитают, есть растения, содержащие в высокой концентра- 
цни яд фторацетат натрия: эти растения, как правило, не 
употребляются животными в пищу, но у кустарниковых Крыс 
составляют около 104 рациона. Среди микроорганизмов есть 
ВИДЫ, приспособившиеся к жизни при очень высоких концентра- 
циях солей в окружающей среде, при температуре выше 100°С 
или при постоянном облучении в дозах, измеряемых миллиона- 
ми рентген. 

Интересно отметить, что при воздействии экстремальных 
фактсров может происходить отбор форм, устойчивых сразу к 
нескольким факторам. Такая перекрестная резистентность об- 
наружена у бактерий, водорослей, растений, простейших, дро- 
зофил и млекопитающих. По-видимому, при этом имеег место 
неспецифическое повышение устойчивости, т. е. резистентность 
к разным факторам может определяться общими механизмами. 
Подобное явление было только что рассмотрено на примере 
клеточных линий млекопитающих. Однако сущность механиз- 
мов, определяющих перекрестную устойчивость организмов, ос- 
тается в значительной мере невыясненной. 

Необходимо еще раз подчеркнуть, что адаптивные измене- 
ния, передаваемые по наследству и основанные на отборе тено- 
типа, способствующего выживанию в новых условиях, относят- 
ся к так называемым генетическим или генотилическим адап- 
тациям. 

Кроме них существует целый комплекс адаптивных механиз- 
мов, отвечающих за приспособление организма к изменяющимся 
условиям в течение жизни и не передаваемых по наследству — 
так называемых фенотипических или физиологических адапта- 
ций. Они определяются способностью данного генотипа форми- 
‘ровать в зависимости от окружающей среды разный фенотип, 

_т. е. нормой реакции. Таким образом, амплитуда фенотиниче- 
_ ских преобразований определяется генотипически. 
_ Итак, адаптация к внешним воздействиям представляет со- 


° бой комплекс реакций, реализующихся на разных уровнях био- 
_ логической интеграции — от молекулярного и клеточного до ор- 
тавизменного и популяционного. Наибольший интерес в обсуж- 

‚емом аспекте представляет клеточный уровень обеспечения 
аптивных процессов. Мы уже видели, что факторы внешней 


ные нарушения (от ‚ кратковременного 
= ого функциональной активности до 
Ни Изменения метаболизма клетки пр 
‘‘овнях ее организации — внешнее воздейс эк а других 


оцессы трансляции или изменить спектр посттрансляни‹ 
модификаций полипептидных цепей. Так, у генотинически ол 
 аковых особей обнаруживаются различные изоферменты, ак. 
р, - 


ивнссть которых проявляется по-разному в зависимости ст ус- 
овий окружающей среды. 


_ вым примером такого рода адаптивных приспособ- 
лений служит фермент лактатдегидрогеназа, отвечающая за 
превращения молочной кислоты. Она состоит из полипептидных 
цепей двух типов — М иН, которые контролируются двумя раз- 
ными генами. Молекула фермента содержит чегыре цепи, при- 
чем во всех возможных сочетаниях. Легко убедиться, что таких 
сочетаний может быть пять: МННН, ММНН, МММИ, ММММ, 
НННН. Взаимное расположение цепей в молекуле тоже сказы- 
вается на свойствах фермента. В разных условиях функциони- 
руют различные изоформы лактатдегидрогеназы, лучше при- 
‹пособленные к данным конкретным условиям. Так, при темпе- 
ратурной адаптации серебряного карася общая активность и 
спектр изоферментов лактатдегидрогеназы в его печени изме- 
няются в соответствии с температурой среды, обеспечивая тем 
самым существование животных в новых условиях. Показана 
также различная чувствительность субъединиц М и Н и обра- 
зованных ими комплексов к неорганическим ионам, в частности 
к ионам Ма, Ки С!; оказалось, что у морских моллюсков и ра- 
кообразных при изменении солености воды происходят измене“ 
ния спектра изоферментов лактатдегидрогеназы. Интересно от- 
метить, что изозимы лактатдегидрогеназы, относящиеся к М- 
типу, функционируют преимущественно в условиях дефицита 


кислорода. Е 

Сие одним примером адаптивных изменении ранга феноти- 
пических адаптаций могут служить упоминавшиеся в разделе, 
посвященном организации мембран, изменения соотношения на- 
сышенных и ненасыщенных мембранных липидов в клетках поин- 
килотермных животных при сдвигах значений температуры 
окружающей среды. | | 

Олнако по изученности механизмов, обеспечивающих адани- 


тивные реакции, пожалуй, наиболее удачным примером будет 


явление осмотической толерантности у бактерий. ь 
— Несколько солеустойчивых видов микроорганизмов, напри- 
Мер из рода Наотасегиит, приспособились к жизни при моск 
концентрации солей в среде и поддерживают Высокие зна" 
чения ионной силы в клетке. У этих видов внутриклеточные 
| Рменты эволюционировали таким образом, что обрели в 
_ Ч\воСть к денатурирующему действию этого фактора. С днако 
Эльшинство видов обычно существует при низкой или среднеи 
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осмолярности среды. Эти виды поддерживают огносительно, 
низкую концентрацию ионов в цитоплазме и соответственно их 
ферменты достаточно чувствительны к повышению ионной силы 
в клетке. Такие виды выработали механизмы, благодаря кото- 


рым они могут адаптироваться и выживать в условиях флукту- 
ирусщей осмолярности внешней среды. Исследования, выпол- 
ненные на Ё. соЙ и других бактериях, показали, что за осмо- 
тическую адаптацию отвечает очень небольшое количество ге- 


нов. Их активность регулируется либо на уровне транскрипции, 
либо путем изменения активности их белковых продуктов; это 
позволяет получить интегративный ответ, обеспечивающий клет- 
ке возможность существовать в широком диапазоне соленостей 
внешней среды. При этом осмотическое давление внутри клетки 
регулируется за счет повышения или понижения содержания 
каких-либо низкомолекулярных соединений или ионов: такие 
вещества обычно называют осмотически активными агентами 
или ссмотическими эффекторами. Основным осмотически ак- 
тивяым агентом для многих видов микроорганизмов является 
К+. Его накопление позволяет сбалансировать внешнюю осмо- 
лярность и поддержать клеточный тургор. Грубо говоря, кон- 
центрация К* в клетке возрастает пропорционально осмолярно- 
сти внешней среды. При этом изменяется соотношение поглоще- 
ния КТ и его выведения из клетки. У Е. соЙ действуют две си- 
стемы поглощения К": постоянно функционирующая (кочститу- 
тивная) с низким сродством к К+ и система с высоким сродст- 
вом к К*, которая запускается действием осмотического стресса. 
Последняя кодируется опероном карАВС, содержащим три 
структурных и два регуляторных гена. Продукты этих генов ре- 
гулируют экспрессию оперона карАВС в ответ на осмотический 
стресс. Повышение осмолярности среды вначале вызывает вы- 
ход воды из клетки, что значительно снижает тургор. Это не- 
медленно индуцирует экспрессию оперона карАВС и происхо- | 
дит кзкопление К+ до тех пор, пока не восстановится тургор, 
что в свою очередь вызывает репрессию оперона. Однако слиш- 
ком большое накопление К+ в клетке может привести к ингиби- 
рованию внутриклеточных ферментов; поэтому в условиях по- 
вышенной солености среды определенное преимущество будут 
иметь клетки, которые могут этого избежать, используя в каче- 
стве осмотического эффектора какие-либо другие соединения, 
не оказывающие столь разрушительного влияния на функцию 
клеточных ферментов. Многие организмы, включая ипанобакте- | 
рий, энтеробактерий, морских беспозвоночных и высшие расте- = 
ния, пользуются такой же стратегией при решении подобных | 
‘лем: они накапливают вместо К+ вещества, более соответ- 
_ ствующие стоящей перед ними пАдаее чаваеможности рев 
о  лировать это вещество в больших концентрацихх, кс м 
повреждающим воздействием на нормальный метабо 
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ина ее активность в условиях высокой ионной си: 
восстанавливается. силы полностью 


Поглощение бетаина у Е. сой осл 
транспортными системами с низким и о РЕ 
таину. Синтез второй сисгемы индуцируется ры к бе- 
чае, если клетки растут в условиях высокой смолярностй, ыт- 
чем экспрессия гена, кодирующего эту систему, А 
связана с накоплением в цитоплазме К+. Такая зависимость со- 
ответствует разной физиологической роли этих двух осмотиче- 
ски активных соединений. Как указывалось выше, при повыше- 
нии осмолярности внешней среды индуцируется экспрессия опе- 
рона карАВС, в результате чего К+ поглощается клеткой до 
тех пор, пока не восстановится тургор. Однако, если повы- 
шение осмолярности достигает значительной величины, то коли- 
чество К+, как мы уже говорили, может дойти до уровня, опас- 
ного для деятельности внутриклеточных ферментов; при дости- 
жении определенной концентрации К? внутри клетки индуциру- 
ется экспрессия гена, включающего систему транспорта бета- 
ина, который и накапливается в клетке вместо К+. Кроме по- 
глощения бетаина из внешней среды некоторые линии Е. сой 
способны синтезировать его из внутриклеточного холина. Фер- 
менты, обеспечивающие эти превращения, присутствуют толь 
ко в клетках. подвергшихся осмотическому стрессу; весьма Ве- 
роятнс, что индукция такого ответа тоже происходит на уров- 
не транскрипции. 

Итак, у бактерий имеются гены, работа которых непосред- 


ственно регулируется уровнем осмолярности — их транскрипция 
подавляется в отсутствие осмотического стресса и индуцируется 
повышением осмотического давления. Экспрессия некоторых 
других генов также зависит от изменения осмолярности среды, 
например, генов, кодирующих белки-порины внешней мембра- 
ны Однако здесь этот эффект носит скорее всего косвенный ха- 
рактер и, кроме того, эти гены отвечают также на изменение 


пругих факторов — температуры, рН, химического состава 


срелы. 
При осмотическом стрессе происходят и другие изменения 


метаболизма бактерий: например, синтезируется глутамат, ко- 
торый требуется для поддержания баланса зарядов при накоп- 
лении положительно заряженного К. Фермент, определяющии 
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скорость биосинтеза глутамата — глутаматдегидрогеназа — все. 
гда присутствует в клетке, но ее активность может возрасти на 
порядок при повышении концентрации К*. Интересно отметить, 
что глутаматдегидрогеназа и глутаминовая кислота играют 
важную роль в поддержании осмотического баланса клеток 
морских беспозвоночных, которые используют в качестве осмо- 
тических эффекторов именно аминокислоты. 

Явление изменения концентрации свободных аминокислот в 
клетках при изменении осмолярности внешней среды носит на- 
звание внутриклеточной изоосмотической регуляции и является 
одним из важных механизмов соленостной адаптации. Концен- 
трация неорганических ионов в клетке, меняясь вслед за соот- 
ветствующими изменениями в среде, модифицирует активность 
ряда ферментов, ответственных за синтез аминокислот и в 
первую очередь глутаматдегидрогеназы. Например, в ответ на 
повышение концентрации солей в среде активируется биосинтез 
глутамата, что в свою очередь приводит к образованию алани- 
на, пролина и глицина, ибо глутамат служит донором амино- 
групп при биосинтезе этих аминокислот. Повышение концен- 
трации этих аминокислот, а также бетаина и таурина — про- 
дукта декарбоксилирования цистеиновой кислоты, составляю- 
щего у моллюсков примерно половину внутриклеточного пула 
низкомолекулярных азотсодержащих соединений — приводит к 
повышению осмотического давления в клетке. 

Свободные аминокислоты принимают участие в регуляции 
объема клеток при изменениях солености среды у различных 
морских беспозвоночных — инфузорий, кишечнополостных, си- 
пункулид, полихет, иглокожих, моллюсков и ракообразных. Од- 
нако, если у одних животных — например, ракообразных — ос- 
новным путем регуляции содержания свободных аминокислот 
служат изменения их биосинтеза, то у других беспозвоночных 
онн будут играть второстепенную роль и на первый план вы- 
ступают другие механизмы — скажем, процессы трансмембран- 
ного переноса аминокислот у моллюсков; при повышении соле- 
ности среды происходит поглощение аминокислот из внешней 
среды, особенно значительное в жабрах, а при снижении осмо- 
лярности — экскреция их в гемолимфу, где аминокислоты под” 
вергаются дезаминированию и дальнейшей деградации. 

_ Интересно отметить, что внутриклеточная изоосмотическая 
аминокислотная регуляция является автономной и проявляется 


у изолированных клеток. 

Однако, как мы видели выше, помимо аминокислот сущест- 
вуют и другие осмотические эффекторы. Клетки растений, на- 
пример, в подобных случаях предпочитают использовать саха- 
‘ра и многоатомные спирты, а морские моллюски, не отказы` 
ваясь от аминокислот, противостоят осмотическому стрессу и 
с помошью изменения содержания неорганических ионов В 


— 
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ке пения внутриклеточной осмолярности, вы 


таким образом в значительной степени 
компенсир 
уя 


13 В Е: зва 
И осмотического давления во внешней среде. нные сдвига- 


/ . 
Так, ОДНИМ из основных осмотических э 
орских моллюсков является Ма-, 


тся очень мало. Оказалось 

меня. ‚ что у морских м 

$; я 5 Олл \ 

мо К, Ма-АТФазы в плазматической мембране ее по- 
твует 


` се один насос, транспортирующий 5 = 

о | ртирующий Ма! и С]-. Этот насос 

ционирует в зависимости от осмолярности сре функ- 

грн повышении солености и активн рол, ий 
о удаляя ионы Мати С 

из клетки при снижении осмотического давлен П : 

сос существует также в клетках почки а. Е. 

ТХ 
Итак, в качестве стратегии адаптации к ам 

М 

ЕЕ ЕОгенотически отлаленныезвиды. при разных Е: 

тах используемых веществ следуют общему прин 

сации сдвигов осм и = 

выя олярности и поддержания осмотического ба- 

са за счет изменения содержания осмотически активных со- 

единений, то есть используют альтернативные пути в рамках 

решения единой задачи, таким образом повышая надежность 

системы. 

Еще более отчетливо этот принцип прослеживается при ана- 
лизе феномена теплового шока, привлекшего в последнее время 
пристальное внимание многочисленных исследователей. 

Уже в 1962 году итальянец Ритосса обнаружил, что если 
поместить личинку дрозофилы или ее изолированные слюнные 
железы в условия повышенной температуры (37°С вместо 
обычных для них 925°С), то в нескольких немногих локусах по- 
литенных хромосом образуются новые пуфы. Через некоторое 
время они достигают максимальных размеров, затем медленно 
регрессируют. Если же снизить температуру до нормальной, 
то регрессия пуфов происходит значительно быстрее. Это на- 
блюдение повлекло за собой интенсивное изучение хромосом- 
ной локализации и структурной организации генов, отвечающих 
на температурное воздействие и названных генами теплового 
шока, а также исследование синтеза РНК и белков, появляю- 


птихся в клетках при тепловом шоке. 

В активированных повышением температуры локусах про- 
исходит синтез новых РНК, которые затем транслируются В 
зме с образованием белков теплового шока (БТШ). 


иитоплаз 
Синтез большинства типов старых информационных РНК пре- 


диет”. соответственно подавляется и синтез большинства 
старых белков. Разрушаются И предсуществующие в клетке 
полисомы и через некоторое время образуются новые, на кото- 
рых и происходит трансляция белков теплового шока. 

В клетках дрозофил образуются БТШ с молекулярной мас- 
сой 82, 70, 68, 36, 27, 26, 23 и 29 кДа. Белки эти принято обо- 
значать следующим образом: БТШ-82, БТШ-70 и т. д. Синтез 
всех восьми БТШ начинается у дрозофилы уже через 10 мин 


ффекторов 

В клет эм 
П ь Ка 
ри этом содержание К: 


203 ь ы 
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миле повышения температуры и максимальная ск 
теза достигается через 90—[20 мин. Затех № 


ное снижение скорости синтеза БТШ и через 6—® 
падает вдвое. Если же клетки перенести в нормальны ре: =. 
то интенсивность синтеза БТ падает значительно я 
ким образом, клетки реагируют на повышение тема о 
а о хромосомные локусы активируются уже м 
| ‚РВои минуты воздействия, а новосинтезирова 
БТШ обнаруживаются через 10 мин. Е 


не йиие новлелования показали, что подобный ответ на 
\ деиствие характерен не только для дрозофи- 
лы, НО и для всех изученных организмов, как бы далеко В фило- 
генетическом отношении они ни отстояли друг от друга. Неда. 
ром один из обзоров на эту тему получил название «Тепловой 
шок —— от бактерий до человека». Более того, оказалось, что 
такие белки синтезируются в ответ и на другие повреждающие 
воздеиствия — такие как кислородное голодание, различные хн- 
мические агенты, некоторые вирусы и другие стрессовые воз- 
действия; поэтому их называют еще стрессовыми белками. 


Данные по секвенированию ДНК этих белков показали. что 
существует по крайней мере три основных семейства стрессо- 
вых белков с молекулярной массой 80—90, 65—75 и 15—30 кДа. | 
Наиболее консервативными являются белки двух первых се- 
мейств, они очень мало отличаются у Е. сой, дрозофилы и че- 
ловека. Гомология между БТШ-70 дрозофилы и человека со- 
ставляет 73%, а моноклональные антитела против БТШ-70 дро- 
зофилы взаимодействуют с БТШ-70 человека, морского ежа ни 
цыпленка. 

Синтез белков теплового шока имеет адаптивное значение, 
ибс позволяет приспособиться к неблагоприятным условням, 
таким образом, изначально ясно, что они оказывают защитное 
действие на клетку. Однако вопрос о том, как они это делают, 
до сих пор далек от разрешения. Тем не менее в последнее 9 | 
мя получены данные, позволяющие несколько прояснить пол | 


ННЫе 


жение. ‚„- пичествах 
_ Выяснено, что стрессовые белки в небольших коли О 
синтезируются и в нормальных условиях и явятсн К вый 
_мыми для обеспечения некоторых клеточных функ ‘че функ- 
‘интерес в обсуждаемом аспекте представляют след) ен ет 
_ ции: во-первых, участие белков теплового шока в С опо- 
_ риновой оболочки с окаймленных пузырьков в т присутет 
средованного рецепторами эндоцитоза, и, И я ре- 
_ вие белков теплового шока в просвете эндоплазма 
- тикулума. ающая 
ск семейства БТШ-70, так называемая и ззырька 
_ АТФаза», связывается с клатриновой оболочко! приводит к 
вии АТФ и гидролизует молекулу АТФ, что 


ит 
№. 
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распаду связей клатриновых трискелионов меж 


ду собой 1 х 
зывает диссоциацию оболочки (рис. 108). . ои и вы 
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Рис. 108. Разборка клатриновой оболочки эндоцитозных пузырьков. 
А — рог ет пузырек, Б — комплекс клатринового трискелиона (1) © «раздевающей» 
ГФазой (2), В — пузырек в процессе разборки клатринового опушения, 


На клетках млекопитающих показано, что при тепловом 
шоке белки семейства БТШ-70 мигрируют в ядро и связыва- 
ются с ядерным матриксом; отмечается также накопление этих 
белков в ядрышке, где они связываются с предшественниками 
рибосом. Введение в клетки плазмиды с геном БТШ-70, приво- 
дящее к избыточной продукции этого белка. ускоряет репара- 
цию клеток после теплового шока. Каков же механизм защит- 
ного действия БТШ? По предположениям ряда авторов, могут 
происходить следующие явления: во время теплового шока бел- 
ки частично денатурируют, обнажая ранее защищенные гидро- | 
фобные области, которые взаимодействуют между собой, обра- Ч 
зуя нерастворимые агрегаты. Прочно связываясь с гидрофобны- 
ми поверхностями таких белков, БТШ ограничивают их взаин- 
модействия и способствуют диссоциации комплексов. Затем 
БТШ используют энергию гидролиза АТФ, для того чтобы от- ь 
делиться от субстрата и при этом изменяют конформацию, что 
в свою очередь может вызвать конформационные изменения 
белка, связанного с БТШ-70, ослабляя его связи с другими 
белками. Освобожденный субстрат сможет восстановить Нор 
иальную конформацию. Многократное повторение этого иров 
са может привести к репарации и столь о ктуры как 
ядрышко. (Схема цикла приведена на рис. Вит 
Эти предположения вполне согласуются со свой‹ теми . 

которые проявляются при их функционировании в норма ТН 
условиях — способностью связывать АТФ и тенденцией к а 
модействию с денатурированными или частично И 
белками. Как выяснилось недавно, БТШ способствуют кв 
правильной укладке некоторых белков, имеющих субъедини 


‚итетиче- 
строение. Так, при образовании основного белка а 
_ ского цикла хлоропластов — рибулезо-1,5-бисфосфаттер из вось- 
° зы— оксигеназы — последовательная сборка феру а 


_ о 


ми больших и восьми малых субъединиц обеспечивает 
тельностью белка, относящегося к семейству БТШ ее Дея- 
Такие же факты имеют место и у бактерий. РСН. 
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Рис. 109. Разборка агрегатов поврежденных белков с участием БТШ-70. 


Объяснения в тексте. 


Особый интерес в данной ситуации вызывают события, про- 
исходящие в просвете эндоплазматической сети. Он заполнен 
только что синтезированными и находящимися в процессе син- 
теза белками, которые еще не завершили укладку; их гидрофоб- 
ные области не полностью экранированы, а как известно, это 
приводит к их взаимодействию между собой и образованию 


> сфаткар- 

| ибулезо-1,5-бисфо 

. Последовательные этапы сборки белка р 

ри. ее (КиБ1зсо) с участием Беда ы | 
. анно Н 

моно боль бъединицы в неупакованной (1!) и упаков нной (5) 

; а к -ы 5 ежей: малой субъединицы в Не пощазано дейст 

9 = ЖИР, (6) форме; 7 — зрелый белок Ки !зсо.Светлой стрелко 

унаковелнов } вие шаперонов. 


В 
Я сь выше, 

белковых комплексов — агрегатов. Как И, тре со- 
пр е эндоплазматической сети в больших ющий непра“ 


ь ржится так называемый В!р — полипептид, С ызные гидро" 
ильно уложенные белки, ассоциируясь с их откр 


поверхностями. Связываясь с Неправил 
ЬНО 


допуская перехода В аппарат Гольджи, а во-вторы ете ЭПС 
| авильной укладке. Оказалось, что этот Е способ- 
Лок 


Сходные белки существуют и в митохондриях, отвечая 
‚равильную сборку субъединичных ферментов. -> 
_ Наконец, совсем недавно была обнаружена еще одна функ- 
‘ия белков семейства БТШ. Достаточно давно было ен 
о многие белки попадают внутрь мембранных органоилов — 
таких как митохондрии, хлоропласты, эндоплазматическая 
сеть — посттрансляционно, то есть проходя через цитозоль и 
мембраны этих органоидов. Тонкие механизмы перехода белков 
через мембраны выяснены не были, существовали лишь пред- 
положения о том, что во время этого процесса глобулярная 
форма белков заменяется на фибриллярную, ибо довольно труд- 
но представить себе переход через мембрану крупной гидро- 
фильной молекулы глобулярной формы. Оказалось, что суще- 
ствуют специальные белки-шапероны (от англ. спарегопе — ком- 
паньонка), которые обеспечивают разворачивание глобулярной 
молекулы и перенос ее в фибриллярной форме через мембраны 
соответствующих органоидов. Эти белки связывают АТФ и от- 
носятся к семейству БТШ (рис. 111). 

Вся совокупность этих данных указывает на то, что пред- 
положения о механизме защитного действия стрессовых белков 
при повреждении не лишены основания. Однако точных и пря- 
мых доказательств этого пока получить не удалось и вполне — 
возможно, что белки семейства БТШ готовят нам новые сюр- = 


призы. 


: - ого 
Система от а тепловой шок помимо чисто адаптивн 
ные ляет собой уникаль- 


‘начения интересна еще и тем, что представ ая 
ную модель для изучения регуляции активности ве хором 
Известно, что в отличие от прокариот в ео 
ских генов исследована значительно слабее. = анай о ® 
не только более сложным характером ИННЫ систем, 
тем, что существует очень мало простых не В этом плане 
доступных ДЛЯ экспериментального воздеис . атерес и в ис- 


. ой и 
р РТШ представляют собой чес  нначительные мн 
ловании их регуляции 70 определены регулят р 
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Ы : егуля- 
яснена структура гена о но присутствие факторов регу 


ПОС ТВ ет В 
Эследовательности, установ й фактор Н$УТЕ присуте форме 
И. Гак, оказалось, что белковы 


‚ е ь 

глетках, растущих в нормальных оз вн 7 раз; свя 
о тепловом шоке его количество о 
оваясь с определенной регулятор 
"Ри взаимодействии с РНК-полимер 
НЫЙ синтез иРНК для БТШ-70. ющиеся В У 
аконец, активно транскрибир у 


азой 


го шока гены предоставляют уникальные возможности для изу. 
чения структуры активного хроматина и вопроса о наличии в 
нем нуклеосом — вопроса, дискутировавшегося до последнего 
времени. Именно на этих генах были проведены опыты по ИН 
дукции образования сшивок между гистонами и ДНК, которые 
позволили сделать вывод об отсутствии нуклеосомной Укладки 
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Рис. 111. Транслокация белков через мембраны клеточных компартментов 
с помощью шаперонов. 


1 — рибосомы; 2—8 — полипептид в компактной (2) и расплетенной (3) форме; 4 — по- 
липептид, упакованный в субъединицы; 5 — митохондрия; 6 — ЭПС. Светлые стрелки — 
см. рис, 110. 


в районах активной транскрипции. На этих же генах установ- | 
лено снижение содержания убиквитинированной формы гистона 
Н2а в районах интенсивной транскрипции. Таким образом, си-. 
стема генов теплового шока является модельной системой, по- 
зволяющей найти ответы на вопросы, имеющие важнейшее зна- 
чение для общей цитологии, генетики и молекулярной биологии. 
Исследовать регуляцию экспрессии генов БТ! необходимо на 
всех уровнях — транскрипции, процессинга и переноса транс- 
криптов в форме зрелых иРНК в цитоплазму, трансляции — 
ведь необходимо выяснить, почему прекращается трансляция 
старых иРНК ит. д.; необходимо до конца прояснить функции 
белков теплового шока и то, каким образом они участвуют в ре 
туляции активности генома. 


_ 20 


аконец присутствие системы ответа На Тепловой шо 
шайшего круга объектов говорит об ЭВОЛЮЦионной ку ши- 
—з системы; несомненное адаптивное значение ее 
это ути к проблеме эволюции адаптивных реакций 
О” постижения молекулярной биологии. 
^ Изучение экспрессии генов ТШ В ответ на повреждение и 
‚нализ всех последующих событий и взаимодействий различных 
клеточных компонентов позволит выяснить Вопрос о реакции на 
внешнее воздеиствие клетки как целостной системы, что без- 
условно обогатит наши понятия и об организации и функцио- 
нировании клетки в норме. 
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